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1. ABSTRAKT 
 
Táto práca sa zaoberá možnosťami využitia mikrobiálnej degradácie hroznových výliskov 
ako hlavného odpadového materiálu z výroby vína na produkciu priemyselne významných 
enzýmov. Problematika je orientovaná na produkciu pektolytických enzýmov, najmä 
polygalakturonáz. Ako produkčný kmeň bol použitý kvasinkovitý mikroorganizmus 
Geotrichum candidum CCY 16-1-29 a ako kultivácia s najväčším výťažkom bola využitá 
„solid state“ fermentácia (SSF). 
Teoretická časť práce bola zameraná na stavbu rastlinnej bunky a sacharidové zloženie 
bunkovej steny, hlavne pektín. Sacharidy bunkových stien slúžili všeobecne ako zdroj uhlíka 
pri SSF kultivácií a pektín ako induktor pektolytických enzýmov mikroorganizmu. Práca sa 
ďalej zaoberá enzymatickou degradáciou polysacharidov bunkovej steny, pričom je najväčšia 
pozornosť opäť venovaná degradácii pektínu a funkcii pektolytických enzýmov. Posledná 
kapitola teoretickej časti sa zaoberá technologickým využitím týchto enzýmov. 
Experimentálna časť práce bola zameraná na čiastočnú purifikáciu a charakterizáciu 
majoritnej polygalakturonázy produkovanej v siedmy deň kultivácie, kedy dochádza 
k opätovnému nárastu aktivity extracelulárnych polygalakturonáz.  
Výťažok z kultivácie bol 43,5 mg proteínového extraktu/100 g hroznových výliskov. 
Extrakt obsahoval 20,68 % bielkovín, pričom jeho aktivita bola mgminµmol4790 ⋅ ,
lyofilizátu a špecifická aktivita mgµmol/min232,0 ⋅  bielkoviny. Enzým bol produkovaný 
minimálne v štyroch formách líšiacich sa pH optimom (4,0; 4,4; 4,8; 5,2). Majoritná 
polygalakturonáza mala pH optimum 4,8.  
Spôsob účinku tohto enzýmu na polymérny substrát stanovený koreláciou poklesu viskozity 
roztoku substrátu a stupňa jeho degradácie ukázal, že enzým je typická polygalakturonáza 
s náhodným spôsobom účinku (EC 3.2.1.15). Michaelis-Mentenovej konštanta na polymérny 
substrát dosahovala hodnotu ,mol/l103,468  -5⋅  čo naznačuje vysokú afinitu k tomuto 
substrátu.  
Aminokyselinová sekvencia „SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR“, ktorá bola získaná 
hmotnostnou spektrometriou po SDS-PAGE a tryptickom štiepení, bola na základe 
porovnania s proteínmi z Uniprot databázy identifikovaná ako úsek primárnej štruktúry 
polygalakturonázy Ap2PG1 G. candidum, ktorá má najvyššiu podobnosť s ďalšími 
polygalakturonázami G. candidum S31PG1, S31PG2 a G. klebahnii PSE3. Na základe tejto 
podobnosti s enzýmom produkovaným fytopatogénnym kmeňom G. candidum a toho, 
že tento enzým nebol produkovaný len v prvých fázach kultivácie, sa dá predpokladať, že 
použitý kmeň G. candidum CCY 16-1-29, bol tiež fytopatogénnym kmeňom. 
 
Kľúčové slová: pektolytické enzýmy, Geotrichum candidum, hroznové výlisky, SSF 
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ABSTRACT 
 
 This work discusses the possibilities of using microbial degradation of grape pomace, main 
waste material from wine production, to preparate industrially important enzymes. The issue 
is focused on the production of pectolytic enzymes, particularly polygalacturonase, by 
Geotrichum candidum CCY 16-1-29 via solid state fermentation on grape pomace. 
 The theoretical part of the bachelor thesis focuses on studying plant cells and saccharides 
from which the plant cell wall is made of, mainly pectin. Cell wall sacharides were used as a 
carbon source for solid state fermentation (SSF) and pectin as an inductor of pectolytic 
enzymes. This bachelor thesis also deals with the enzymatic degradation of cell wall 
polysacharides. The greatest attention is paid to degrade pectin and pectolytic enzyme 
function. Production of pectolytic enzymes is mentioned subsequently. The last chapter from 
the theoretical part is dedicated to technical use of pectolytic enzymes. 
 In the experimental part of this work I deal with the partial purification and characterization 
of majority polygalacturonase produced on the seventh day of cultivation, when another 
increase of extracellular polygalacturonase activity occurred.  
The yield of cultivation was 43,5 mg of protein extract /100 g of grape pomace. The extract 
contained % 20,68 	protein, and its activity was mgminµmol4790 ⋅ ,  lyophilisate. Its 
specific activity was mgµmol/min232,0 ⋅  protein. The enzyme was produced in at least four 
forms differing in pH optimum (4,0; 4,4; 4,8; 5,2). The pH optimum for majority 
polygalacturonase was 4,8. 
Action pattern of this enzyme determined as the dependence of polymeric substrate 
viscosity decrease on its degradation showed that the enzyme is a typical polygalacturonase 
with random action pattern (EC 3.2.1.15).Value of Km reached ,mol/l103,468  -5⋅ indicating a 
high affinity for this substrate. 
The amino acid sequence "SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR" obtained by mass 
spectrometry after SDS-PAGE and tryptic digestion, was identified as a stretch of primary 
structure of polygalacturonase of Ap2PG1 G. candidum based on the comparison with 
proteins from the Uniprot database. It shows the highest similarity with other 
polygalacturonases of G. candidum S31PG1, S31PG2 and G. klebahnii PSE3. On the basis of 
this similarity to enzymes produced by phytopathogenic strains of G. candidum and the fact 
that this enzyme was not produced only in the early stages of cultivation, it can be assumed, 
that the strain of G. candidum CCY 16-1-29 acted also as a phytopathogenic strain. 
 
 
Key words: pectolytic enzymes, Geotrichum candidum, grape pomace, SSF 
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2. ÚVOD 
 
Vážnym ekologickým problémom súčasnosti je stále sa zvyšujúca produkcia odpadov. Na 
druhej strane odpady poľnohospodárskeho a potravinárskeho priemyslu, odpady pri 
spracovaní dreva, drevo, traviny, ale aj pevné komunálne odpady sú stále častejšie 
považované za jeden z významných zdrojov surovín v biotechnológii. Do biotechnologického 
spracovania týchto lignocelulózových materiálov sú vkladané veľké nádeje, pretože nie sú 
doposiaľ plno využívané a navyše patria medzi obnoviteľné zdroje [1]. 
Lignocelulózová biomasa nachádza svoje uplatnenie ako výborný zdroj uhlíka na 
produkciu mikrobiálnych enzýmov [2]. Mikroorganizmy majú všeobecne schopnosť 
produkovať veľa rôznych typov enzýmov  degradujúcich organický materiál. Produkujú 
najmä hydrolytické enzýmy podieľajúce sa na degradácii polymérov na menšie molekuly, 
ktoré môžu byť následne  absorbované bunkami a začlenené do ďalších biochemických 
reakcii. Hydrolytické enzýmy nachádzajú svoje uplatnenie predovšetkým v potravinárskom a 
papierenskom priemysle, pri odstraňovaní toxických odpadov a olejov. Tieto enzýmy môžu 
byť produkované  rôznymi mikroorganizmami v závislosti od podmienok kultivácie [3]. 
Medzi najvýznamnejšie mikrobiálne enzýmy degradujúce lignocelulózy patria celulázy 
a pektinázy, ktoré sú produkované mikroorganizmami nielen v pôde, ale aj vo vodných 
tokoch, stojacej vode a moriach [4]. Priemyslovo sa tieto hydrolázy získavajú submerznou 
alebo stacionárnou kultiváciou na zvlhčených poľnohospodárskych odpadoch, odpadoch 
z kvasných výrob (vinárstvo), na odpadných vodách z potravinárskeho priemyslu a na 
hydrolyzátoch drevných a celulózových odpadov. Ako substrát na produkciu celulolytických, 
pektolytických a lignolytických enzýmov bola úspešne použitá slama, obilie, hroznové 
výlisky, šupky citrusov, ryža a iné. [2, 5, 6]. 
Využitie lignocelulolytických enzýmov môže hrať v budúcnosti hlavnú úlohu pri vývoji 
nových a k životnému prostrediu „priateľských“ technológii. Už dnes je množstvo laboratórií 
po celom svete zapojených do výskumu prírodnej degradácie lignocelulózových materiálov 
a je sledovaný potenciál využitia týchto enzýmov a mikroorganizmov, ktoré ich produkujú. 
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3. TEORETICKÁ ČASŤ 
 
3.1 Rastlinná bunka 
 
Bunky rastlín sú eukaryotické, na ich povrchu sa nachádza bunková stena (BS), pod ktorou 
sa nachádza protoplast – bunkový obsah ohraničený jednoduchou cytoplazmatickou 
membránou – plazmalémou (Obr. 1). Protoplast obsahuje cytoplazmu, v ktorej  sú rozptýlené 
bunkové organely ako jadro, plastidy alebo mitochondrie, ktoré sú ohraničené membránami, 
sférozómy, vakuoly a inklúzie [7]. 
Medzi organely sa predovšetkým zaraďuje jadro, plastidy a mitochondrie, ktoré sú 
ohraničené dvojjednotkovou membránou, zatiaľ čo vakuoly, ribozómy, ednoplazmatické 
retikulum, diktyozómy (zložky Golgiho aparátu) a niektoré ďalšie ohraničujú len jednoduché 
membrány [7]. 
U živých rastlinných buniek sa cytoplazma väčšinou pohybuje, a tak sú jednotlivé organely, 
ale aj menšie súčasti rastlinných buniek v neustálom pohybe, čím je zabezpečená rýchla 
výmena látok vnútri bunky. Prúdenie cytoplazmy sa označuje ako cyklóza. Rozlišuje sa 
rotácia cytoplazmy, kedy sa obsah bunky pohybuje jedným smerom pozdĺž BS okolo 
centrálnej vakuoly a cirkulácia, kedy cytoplazma prúdi rôznymi smermi nielen okolo BS , ale 
aj medzi vakuolami [7]. 
 
 
Obr. 1 Schéma rastlinnej bunky [8]. 
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3.2 Rastlinná bunková stena 
 
Prítomnosť BS je jednou z charakteristík odlišujúcich rastlinnú bunku od živočíšnej. 
Veľkosť a tvar protoplastu sú determinované práve veľkosťou a tvarom BS.  BS je komplexná 
makromolekulová štruktúra zložená zo sacharidov, proteínov, aromatických a alifatických 
zlúčenín, ktorá je nevyhnutná pre správny rast a vývoj rastlín, chráni bunku proti lýze pri 
zväčšovaní objemu súvisiacom s príjmom vody vakuolou, zohráva významnú úlohu pri 
absorpcii, transporte a sekrécii látok v rastlinách, vnímaní signálov v interakcii s patogénmi 
a naopak symbiontami, má kľúčovú úlohu v morfogenézii rastlín, a teda je nevyhnutná pre 
prežitie rastlín [7, 9]. 
Rastlinná BS pozostáva zo štyroch skupín polymérov: celulózy, pektínu, hemicelulózy 
a proteínov (Obr. 2). Stavbu BS rastlinných buniek určuje celulóza. Celulózová kostra BS je 
prestúpená necelulóznymi molekulami; hemicelulózami a pektínovými látkami. Dôležitou 
zložkou je glykoproteín označovaný ako extenzín. Ďalej sa v stenách mnohých buniek 
vyskytuje lignín a tukové látky - kutín, suberín a vosky zabraňujúce stratám vody z rastlín 
impregnáciou BS. Okrem toho môžu byť BS inkrustované anorganickými látkami, napr. SiO2 
alebo CaCO3 [7]. 
Bunková stena rastlín pozostáva z troch vrstiev; strednej lamely, primárnej bunkovej steny 
a sekundárnej bunkovej steny (Obr. 2). Stredná lamela je formovaná počas bunkového delenia 
a môže slúžiť ako väzbové miesto na pripojenie susedných buniek. Podstatnou zložkou 
strednej lamely sú pektínové látky [10, 11].  
Primárna buková stena predstavuje glykoproteínovú vrstvu zloženú z pektínu, celulózy, 
hemicelulózy a proteínov [11].  
Sekundárna bunková stena je zložená z celulózy, hemicelulózy ako aj lignínu, ktorý jej 
dodáva pevnosť a relatívnu hydrofilnosť, pektínové látky a glykoprotein chýbajú. Je teda 
neelastická. Preto sú sekundárne steny dôležité u špecializovaných buniek slúžiacich k 
spevňovaniu a k vedeniu vody. K jej vytvoreniu dochádza väčšinou po ukončení rastu bunky, 
kedy primárna stena nie je schopná ďalšieho plošného rastu [7, 12]. 
V rastlinách bolo nájdených až 35 rôznych typov buniek, ktoré sa od seba líšia tvarom, 
veľkosťou, umiestnením v tele rastliny a vlastnosťami bunkovej steny. V rastúcej bunkovej 
stene rastlín dominuje komplex polysacharidov, zatiaľ čo množstvo štruktúrnych proteínov je 
pomerne nízke [13].  
 
 
 
Obr. 2 Štruktúra bunkovej steny rastlín [14]. 
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3.3 Zloženie sacharidov bunkovej steny  
 
3.3.1 Celulóza 
 
Celulóza, primárna zložka steny rastlinných buniek a jeden z najrozšírenejších polymérov 
v prírode, obsahuje viac ako polovicu všetkého uhlíka prítomného v biosfére [3, 15]. Za jeden 
rok sa v rastlinách nasyntetizuje vyše 1011-1012 ton celulózy [16]. Najviac celulózy v prírode 
sa nachádza v bunkových stenách vyšších rastlín, zvyčajne ako hlavná zložka. Vyskytuje sa aj 
v zelených riasach, hubách a výnimočne v stenách morských bezstavovcov [15, 17]. 
V prírode sa celulóza nachádza vždy v spojení s inými polysacharidmi, napr. škrobom, 
pektínom, hemicelulózou a lignínom [18] a tvorí 40-50 % drevnej hmoty, 80 % ľanových 
a 90 % bavlnených vlákien [17]. 
Celulóza je vysokomolekulárny polydisperzný lineárny homopolymér zložený až z 15 000 
jednotiek D-glukózy viazaných β-1,4-glykozidickými väzbami (Obr. 3). Obsahuje voľné 
hydroxylové skupiny na druhom, treťom a šiestom atóme uhlíka [16]. Každá z viazaných 
jednotiek v reťazci je otočená vzhľadom k predchádzajúcej a v tejto polohe je stabilizovaná 
pomocou intramolekulárnych vodíkových väzieb medzi hydroxyskupinami na C-3 a kyslíkom 
pyranózového cyklu a medzi hydroxyskupinami na C-2 a C-6. Jednotlivé makromolekuly 
celulózy vzájomne interagujú prostredníctvom vodíkových mostíkov a Van der Waalsových 
síl a tak tvoria viac či menej usporiadané trojrozmerné štruktúry, celulózové vlákna,  
nazývané mikrofibrily [17]. 
Práve aj vďaka vodíkovým mostíkom je celulóza výnimočne pevná, súdržná a nerozpustná 
vo vode, zriedených kyselinách či zásadách a vo väčšine bežných rozpúšťadiel. Rozpúšťadlá 
však prenikajú do prístupnejších menej usporiadaných amorfných oblastí mikrofibríl, čím 
dochádza k bobtnaniu. Celulóza sa rozpúšťa v koncentrovaných kyselinách. Práve 
hydrolytickým štiepením 40% kyselinou chlorovodíkovou bola dokázaná štruktúra celulózy, 
kedy ako produkt štiepenia bol vedľa D-glukózy stanovený aj disacharid celobióza, v ktorom 
sú práve dve molekuly D-glukózy viazané β-1,4-glykozidickou väzbou [19]. 
  
Obr. 3 Primárna štruktúra celulózy [14]. 
3.3.2 Hemicelulóza 
 
Prvý zaviedol pojem hemicelulóza E. Schulze v roku 1891. Pomenoval tak frakciu získanú 
extrakciou rastlinného materiálu zriedenými roztokmi silných zásad, ale nie vodou. 
V súčasnosti je termín hemicelulózy spoločným názvom pre štruktúrne necelulózové 
polysacharidy, ktoré sú v rastlinách situované medzi lignínom a súborom vlákien celulózy 
a tvoria viac ako 25-30 % celkovej hmotnosti sušiny dreva [20, 21]. 
 Hlavným rozdielom oproti celulóze sú kratšie vetvy postranných reťazcov hemicelulózy 
a prítomnosť odlišných cukrov. Na rozdiel od celulózy sú hemicelulózy ľahšie 
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hydrolyzovateľné, keďže hemicelulóza sa hydrolyzuje už za tepla v zriedených roztokoch 
minerálnych kyselín pri atmosférickom tlaku [21]. Hemicelulózy majú s kratšími polymérmi 
celulózy spoločnú tú vlastnosť, že sú rozpustné vo vodných roztokoch silných zásad [22]. 
Medzi hemicelulózy sa zaraďujú dve hlavné skupiny polysacharidov, a to heteroglukány 
a heteroxylány. Okrem týchto dvoch skupín bunkové steny obsahujú aj ďalšie polysacharidy 
ako sú heteromanány, avšak v menšom množstve [17]. 
3.3.2.1  Heteroglukány 
 Hlavnými štruktúrnymi heteroglukánmi, ktoré sa zaraďujú medzi heterocelulózy sú 
xyloglukány a β-glukány [17]. 
 
Xyloglukány 
Základom molekuly xyloglukánov je β-D- ( )41 → -glukán (celulóza) s jednotkami D-
xylopyranózy v postranných reťazcoch, ktoré sú viazané na glukózu α- ( )61 →
glykozidickými väzbami (Obr. 4). Xyloglukány hemicelulózového typu (štruktúrne) obsahujú 
zvyšok D-galaktózy naviazaný väzbami β- ( )21 →  na D-xylózu blízko redukujúceho konca 
polysacharidu. Tiež môžu obsahovať L-fruktopyranózu viazanú na galaktózu α- ( )21 →
väzbou. Štruktúrne xyloglukány sú dominantnými hemicelulózami bunkových stien 
dvojklíčnolistových rastlín, kam sa zaraďuje ovocie, väčšina zeleniny a strukoviny. 
U jednoklíčnolistových rastlín, kam patria obilniny, rastliny z čeľade cibuľovité a iné, sú 
prítomné v menšom množstve [17]. 
 
Obr. 4 Základná štruktúra xyloglukánov hemicelulózového typu [17]. 
  
β-Glukány 
Tieto polysacharidy sa nachádzajú v bunkových stenách vyšších rastlín a vo väčšom 
množstve v semenách ovsa a jačmeňa, kde tvoria až 30 % sušiny neškrobových 
polysacharidov. β-glukány sú z časti rozpustnou, čiastočne nerozpustnou vlákninou potravy. 
Rozpustnosť vo vode závisí predovšetkým na ich štruktúre a tá súvisí s pôvodom (napr. klesá 
v rade ovos > jačmeň >  pšenica). Čím je v molekule viac väzieb ( )41 → , tým nižšia je 
rozpustnosť polyméru. Najviac rozpustné β-glukány obsahujú asi 30 % väzieb ( )31 →  a 70 % 
väzieb ( )41 → , ktorých reťazec je zložený z 2-3 jednotiek β-D-glukózy spojených 
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väzbami ( )41 → , medzi ktorými sa nachádza jednotka viazaná väzbou ( )31 → . Rozpustnosť 
sa zvyšuje s rastúcou teplotou [17]. 
3.3.2.2  Heteroxylány 
 Heteroxylány sú polysacharidy primárnych BS, ktorých hlavný reťazec je tvorený D-
xylanopyranózovými jednotkami vzájomne viazanými väzbami β- ( )41 → . Terminálnou 
jednotkou je α-L-arabinofuranóza. V molekulách heteroxylánov sa  vyskytujú úseky, kde sú 
xylózové jednotky substituované dvakrát, jedenkrát alebo sú nesubstituované. Väčšina 
xylózových jednotiek reťazca nie je substituovaná, ale môžu byť substituované α-L-
arabinofuranózou viazanou najčastejšie väzbami ( )31 → , menej často väzbami ( )21 → . 
Xylóza býva tiež substituovaná dvoma molekulami arabinofuranózy na druhom a treťom 
atóme uhlíka, ktorá tvorí i krátke postranné reťazce spojené prostredníctvom väzieb ( )21 → , 
( )31 →  alebo ( )51 → . Niektoré heteroxylány sú acetylované na C-2 xylózových zvyškoch. 
Heteroxylány majú priemerný obsah xylózy 52 – 60 %, arabinózy 36 – 46 % a glukózy od 1,5 
do 4,8 % [17]. 
3.3.3 Pektíny 
 
Všeobecným termínom pektínové látky alebo pektíny sa dnes označujú polygalakturonáty 
s väčším počtom metoxylových skupín (pektínové kyseliny), ich soli pektinany, 
neesterifikované polygalakturonáty, tzv. pektové kyseliny a ich soli pektáty a tiež 
sprievodné neutrálne polysacharidy (arabinány a arabinogalaktány rôznych štruktúr). Pre 
nerozpustné natívne pektíny bunkových stien asociované s celulózou sa používa názov 
protopektíny (zastaralo pektózy). Enzýmovou hydrolýzou komplexom enzýmov, 
protopektinázou, sa premieňajú na viac či menej rozpustné pektínové látky s kratšími 
reťazcami [17]. 
Pektíny sú skupinou značne polydisperzných, komplexných, kyslých polysacharidov 
o premennom zložení. Nachádzajú sa v pletivách všetkých vyšších rastlín, okrem 
jednoklíčnolistových, ako súčasť stien primárnych buniek a medzibunkových priestorov. 
Prítomnosť pektínov a ich zmeny behom rastu, zrenia, skladovania a spracovania majú 
značný vplyv na textúru a organoleptické vlastnosti ovocia a zeleniny [17]. 
3.3.3.1  Štruktúra  
 Molekula pektínov je tvorená tromi doménami, homogalakturonánom, ramnogalakt-
uronánom I a ramnogalakturonánom II. Tieto polysacharidy sú vzájomne spojené 
kovalentnými väzbami, ale vznik týchto väzieb nebol doteraz objasnený. Navyše v štruktúre 
pektínu existujú ešte dva iné typy väzbových interakcii, a to pomocou vápenatých a boritých 
iónov [24]. 
 
Homogalakturonán (HGA) – ,,polygalakturónová kyselina” 
 Základná štruktúra homogalakturonánu (Obr. 5) je tvorená lineárnym reťazcom zloženým 
z 25-100 jednotiek D-galakturónovej kyseliny spojených väzbami α- ( )41 → . Tento polymér 
sa často nazýva polygalakturónová kyselina. Jednotky galakturónovej kyseliny sú priemerne 
zo 70 % esterifikované metanolom (nemajú elektrický náboj), zatiaľ čo ostatné 
neesterifikované jednotky obsahujú disociované karboxylové skupiny (s negatívnym 
14 
 
nábojom). Niektoré hydroxyskupiny v polohách C-2 alebo C-3 jednotiek galakturónovej 
kyseliny môžu byť acetylované, čo zvyšuje hydrofobicitu polysacharidu Stupeň acetylácie 
býva zvyčajne nízky, viac acetylových skupín obsahujú pektíny cukrovej repy [Tab. 1, 17]. 
 
Obr. 5 Základná štruktúra homogalakturonánov [17]. 
 
Tabuľka 1 Obsah galakturónovej kyseliny (GalA), stupeň metylácie (SM) a acetylácie (SA) 
pektínov rôzneho pôvodu [17]. 
 
Zdroj pektínu GalA (%) SM (%) SA (%) Zdroj pektínu GalA (%) SM (%) SA (%) 
marhule 64 57 8 mrkva 61 63 13 
broskyne 90 79 4 zemiaky 40 53 15 
hrozno 63 69 2 cukrová repa 65 62 35 
 
Ramnogalakturonán I (RGI) 
Ramnogalakturonán I (stupeň polymerizácie je asi 1000) obsahuje reťazce opakujúcich sa 
jednotiek  α-D-galakturónovej kyseliny ukončené α-L-ramnopyranózou viazanou glyko-
zidovou väzbou α- ( )21 → . Celkový obsah ramnózy v pektínoch býva 1-4 %. 
Galakturonozylové a ramnozylové zvyšky sú približne v pomere 2:1. Niektoré jednotky 
galakturónovej kyseliny sú metylované. Asi polovica ramnozylových zvyškov má na C-4 
viazaný zvyšok galakturónovej kyseliny. V molekule ramnogalakturonánu I je okrem toho 
veľké množstvo postranných reťazcov, s veľkým počtom jednotiek arabinózy a galaktózy. 
Tieto reťazce majú štruktúru arabinánov a arabinogalaktánov. Arabinány sú vetvené 
polysacharidy s hlavným reťazcom tvoreným jednotkami α-L-arabinofuranózy spojenými 
väzbami ( )51 → [17]. Všeobecná štruktúra arabinánov je znázornená na obr. 6. Štruktúra 
ramnogalakturonánu I je schematicky znázornená na obr. 7. 
 
Obr. 6 Všeobecná štruktúra arabinánov v postranných reťazcoch ramnogalakturonánu I [17]. 
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Obr. 7  Schematická štruktúra ramnogalakturonánu I [23]. 
 
Ramnogalakturonán II (RGII) 
 Ramnogalakturonán II (polymerizačný stupeň asi 60) má reťazec tvorený α-D-
galakturónovými kyselinami spojenými väzbami α- ( )41 → . K tomuto hlavnému reťazcu sú 
pripojené rôzne postranné reťazce, ktoré tvoria zvyšky α- a β-D-galaktopyranurónovej 
kyseliny, α- a β-D-ramnopyranózy, α-D-galaktopyranózy a iné. Reťazce RGII sú ešte 
zosieťované prostredníctvom kyseliny boritej. Základná štruktúra RG II je zobrazená na 
obr. 8, dimér RG II na obr. 9 a celkové usporiadanie reťazcov v pektíne, s vyznačením 
väzbových zón zodpovedných za vznik gélov, je schematicky znázornené na obr. 10 [17]. 
 
 
Obr. 8  Základná štruktúra ramnogalakturonánu II 
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Obr. 9  Dimérna štruktúra RG-II [23]. 
 
 
Obr. 10  Štruktúra pektínu [17]. 
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3.3.3.2  Výskyt 
 Pektíny sa nachádzajú prakticky vo všetkých druhoch ovocia a zeleniny. Ich obsah však nie 
je vysoký, v ovocnej dužine kolíše okolo 1 % [17]. Obsah pektínu vo vybraných druhoch 
ovocia a zeleniny uvádza tab. 2. 
 
Tabuľka 2 Obsah pektínu v čerstvom ovocí a zelenine [17]. 
Zdroj Pektín (%) Zdroj Pektín (%) 
jablká 0,5-1,6 hrozno 0,1-0,9 
hrušky 0,4-1,3 banány 0,7-1,2 
broskyne 0,1-0,9 ananás 0,04-0,13 
jahody  0,6-0,7 mrkva 0,2-0,5 
egreše 0,3-1,4 paradajky 0,2-0,6 
ríbezle červené a čierne 0,1-1,8 fazuľa 0,5 
pomaranče 0,6 cibuľa 0,5 
šupky pomarančov 3,5-5,5 zemiaky 0,4 
3.3.3.3  Fyziológia a výživa 
 Pektín patrí medzi polysacharidy tvoriace vlákninu potravy. Ovplyvňuje metabolizmus 
glukózy a znižuje množstvo cholesterolu v krvi [17].  
3.3.3.4  Význam a použitie 
 Nerozpustné pektínové látky sú príčinou tvrdosti a pevnosti nezrelého ovocia a zeleniny. 
Počas zrenia, skladovania a spracovania podliehajú enzýmovej a neenzýmovej degradácii, čo 
vedie k mäknutiu plodov a strate želírujúcej schopnosti pektínu. Pektíny sa uvoľňujú 
z komplexov polysacharidov tvoriacich bunkové steny, tento proces pokračuje aj po zbere 
behom skladovania. Plody obsahujúce aktívne polygalakturonázy a pektínmetylesterázy 
(hrušky, kivi, paradajky) mäknú tak rýchlo, že sa tento proces často stáva ekonomickým 
problémom. Mäknutie je menej výrazné u plodov, ktoré obsahujú len exopolygalakturonázy 
(jablká) [17]. 
 Zmeny organoleptických vlastností potravín behom spracovania sa potláčajú tepelnou 
inaktiváciou pektolytických enzýmov a prídavkom monovalentných (mäknutie)  alebo 
bivalentných (spevnenie textúry) katiónov. Bivalentné katióny chránia pektíny pred 
depolymerizáciou, čím spevňujú textúru pletív, monovalentné katióny vytesňujú bivalentné 
ióny, čím sa dosahuje opačného efektu [17]. 
 Niektoré technologické postupy, napr. v konzervárenskom priemysle, využívajú 
pektolytické enzýmy k zvýšeniu výťažnosti pri výrobe ovocných štiav lisovaním (zmäknutie 
suroviny) a k ich číreniu [17]. 
 V priemyselnej praxi sa pektíny najčastejšie získavajú zo šupiek citrusového ovocia alebo 
z jablčných výliskov [17]. 
3.3.4 Lignín 
 
Lignín (Obr. 11) je štruktúrny polymér, ktorý je jednou z hlavných zložiek drevnej hmoty, 
kde tvorí asi 25 % biomasy. Podobné zloženie majú tiež škrupiny orechov. V menšom 
množstve je lignín súčasťou vlákniny ovocia, zeleniny a obilnín. Steny primárnych buniek 
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lignín prakticky neobsahujú, zato vysoký obsah je v stenách lignifikovaných sekundárnych 
buniek, ako sú aleuronové a subaleuronové bunky obilnín (v otrubách), ktoré obsahujú okolo 
8 % lignínu. Lignín obsiahnutý v bunkovej stene rastlín zaisťuje jej podporu, nerozpustnosť a 
ochranu pred prienikom mikroorganizmov [17, 21]. 
Primárne prekurzory lignínu sa tvoria zo 4-hydroxyškoricovej kyseliny vznikajúcej 
z fenylalanínu alebo tyrozínu [1]. Štruktúrne je lignín amorfný heterogénny a opticky 
inaktívny polyfenolický biopolymér nerozpustný vo vode. Jedná sa o kopolymér 
fenylpropánových jednotiek známych ako monolignoly, ktorými sú podľa druhu rastlín 4-
kurmarylalkohol, koniferylalkohol, 5-hydroxykoniferylalkohol a sinapylalkohol (Obr.12). 
Tieto fenylpropánové jednotky (prevládajú trans-izoméry) sú nepravidelné viazané do 
trojrozmerných štruktúr éterovými väzbami (C-O-C) alebo väzbami medzi dvoma atómami 
uhlíka (C-C) [17]. Koniferylalkohol je základnou zložkou lignínu mäkkého dreva, naproti 
tomu sinapylalkohol a 4-kumarylalkohol sú hlavné zložky lignínu tvrdého dreva [21].  
Lignín je kovalentne viazaný na polysacharidy buď prostredníctvom cukrových zvyškov, 
alebo priamo prostredníctvom ferulovej kyseliny, ktorou sú niektoré polysacharidy 
esterifikované [17]. 
Na rozdiel od iných biopolymérov je lignín, v dôsledku jeho komplexnej a heterogénnej 
štruktúry, len ťažko degradovaný hydrolytickými enzýmami. Vzhľadom k značnej zložitosti 
molekuly tohto biopolyméru je  veľmi zložité určiť jeho presnú chemickú štruktúru a tým aj 
molekulovú hmotnosť. Tak isto aj izolácia natívneho lignínu je veľmi komplikovaná [21]. 
 
 
 
Obr. 11 Základná štruktúra lignínu [17]. 
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4-kumarylalkohol, R1 = R2 = H 
koniferylalkohol (ferulylalkohol), R1 = OCH3, R2 = H 
5-hydroxykoniferylalkohol, R1 = OCH3, R2 = OH 
sinapylalkohol, R1 = R2 = OCH3 
3.4 Enzýmová degradácia bunkovej steny rastlín 
 
Degradácia rastlinnej bunkovej steny hrá dôležitú úlohu v kolobehu uhlíka. Komponenty 
bunkovej steny, celulóza, hemicelulóza, lignín a pektín, sú degradované enzymaticky na 
menšie oligoméry až monoméry, eventuálne na pentózy a menšie uhlíkaté zlúčeniny 
metabolizujúce na CO2. Enzýmový systém v sebe zahŕňa celulázy, xylanázy, xyloglukanázy, 
pektinázy, chitinázy a ďalšie vedľajšie enzýmy podieľajúce sa na degradácii steny rastlín [25]. 
Z dôvodu zamerania bakalárskej práce na izoláciu, parciálnu purifikáciu a charakterizáciu 
polygalakturonáz z Geotrichum candidum je najväčšia pozornosť venovaná degradácii 
pektínu. 
3.4.1 Degradácia celulózy 
 
 Celulóza je biologicky degradovaná pomocou troch tried enzýmov: endoglukanázy 
(EC 3.2.1.4), exoglukanázy (EC 3.2.1.91) a β-1,4-glukozidázy (EC 3.2.1.21) [26]. 
Endoglukanázy sú vo všeobecnosti malé proteíny s molekulovou hmotnosťou 20 - 40 kDa, 
ktoré hydrolyzujú celulózu na kratšie oligosacharidy [27]. Exoglukanázy degradujú celulózu 
exo mechanizmom, uvoľňujú celobiózu z konca reťazca celulózy. Rozpad celobiózy za uvoľ-
nenia  D-glukózy  sa dosahuje  pôsobením β-1,4-glukozidázy. β-glukozidázy zároveň hrajú 
úlohu pri degradácii xyloglukánu a galaktoglukomanánu [28]. 
3.4.2 Degradácia xylánu 
 
 Biodegradácia xylánu je pomerne zložitá a vyžaduje širokú škálu enzýmov. Jedna skupina 
enzýmov degraduje xylánovú sieť, druhá zas bočné reťazce. Endo-β-1,4-xylanázy 
(EC 3.2.1.8) a β-1,4-D-xylozidázy (EC 3.2.1.37) pôsobia na xylánovú sieť. Na bočné reťazce 
pôsobia α-L-arabinofuranozidázy (EC 3.2.1.55) [26]. 
3.4.3 Degradácia pektínu 
 
 K hydrolýze pektínových látok dochádza v kyslom alebo alkalickom prostredí, alebo 
pôsobením enzýmov mikrobiálneho alebo rastlinného pôvodu [17]. Na enzýmovej degradácii 
Obr. 12 Fenylpropánové stavebné jednotky lignínu [17]. 
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pektínu participuje komplexný systém hydrolytických (pektínesterázy, poly-galakturonázy) a 
lytických (pektát a pektinlyázy) enzýmov. Celkom bolo identifikovaných 11 typov enzýmov 
degradujúcich  pektín [26, 29]. 
• polygalakturonáza (EC 3.2.1.15, glykozidová hydroláza rodiny 28) 
• exopolygalakturonáza (EC3.2.1.67, glykozidová hydroláza rodiny 28) 
• exopolygalakturonozidáza (EC 3.2.1.82, glykozidová hydroláza rodiny 28) 
• endoramnogalakturonáza ( EC 3.2.1.171, glykozidová hydroláza rodiny 28) 
• ramnogalakturonán ramnohydroláza 
• ramnogalakturonán galakturonohydroláza 
• α -ramnozidáza (EC 3.2.1.40, glykozidová hydroláza rodiny 28) 
• endoxylogalakturonán hydroláza (EC 3.2.1.-, glykozidová hydroláza rodiny 28)  
• pektín lyáza (EC 4.2.2.10, polysacharidová lyáza rodiny 1) 
• pektát lyáza (EC 4.2.2.2, polysacharidová lyáza rodiny 1) 
• ramnogalakturonán lyáza (polysacharidová lyáza rodiny 4) 
Okrem týchto enzýmov bolo identifikovaných ďalších 11 typov enzýmov pôsobiacich na 
degradáciu bočných reťazcov [26]. 
• pektínacetylesteráza (EC 3.1.1.6) 
• pektínmetylesteráza (EC 3.1.1.11, esterázová rodina 8) 
• ramnogalakturonán acetylesteráza (esterázová rodina 12) 
• α-L-arabinofuranozidáza (EC 3.2.1.55, glykozidová hydroláza rodín 1, 51, 54) 
• endo-α-1,5-arabináza (EC 3.2.1.99, glykozidová hydroláza rodiny 43) 
• β-1,4-D-galaktozidáza (EC 3.2.1.23, glykozidová hydroláza rodín 1, 35) 
• β-1,3-endogalaktanáza 
• β-1,4-endogalaktanáza (EC 3.2.1.89, glykozidová hydroláza rodiny 53) 
• β-1,6-endogalaktanáza 
• β-1,3-exogalaktanáza (EC 3.2.1.145, glykozidová hydroláza rodiny 55) 
• feruloyl esteráza 
 Pektolytické enzýmy produkujú napríklad  Aspergillus niger, Geotrichum candidum, 
Aureobasidium pullulans, Mucor flavus,  Bacillus licheniformis, Saccharomyces cerevisiae, 
Fusarium oxysporum, Kluyveromyces marxianus,  Pichia pinus,  Penicillium italicum, 
Thermoascus auratniacus, Erwinia carotovora, Rhodotorula sp a iné [30].  
 Produkcia pektináz bola študovaná na odsemenených slnečniciach a odmastených ryžových  
otrubách pomocou  Aspergillus niger [31, 32],  na hroznových výliskoch pomocou 
Aspergillus awamori [6], Geotrichum candidum a ďalších. 
3.4.3.1  Pektínesterázy  
 Pektínesterázy sú enzýmy produkované baktériami, plesňami aj vyššími rastlinami. 
Pektínesterázy zahrňujú enzýmy katalyzujúce hydrolýzu esterov prítomných v pektíne na 
nízkoesterifikované pektové kyseliny [Obr. 13, 17]. V súčasnej dobe sú identifikované tri 
základné triedy týchto enzýmov: 
• pektínmetylesterázy (PMEs) 
• pektínacetylesterázy  
• ramnogalakturonán acetylesterázy 
Pektínmetylesteráza je enzým katalyzujúci deesterifikáciu metyl-esterifikovaných jednotiek 
D-galakturónovej kyseliny v pektíne [34]. 
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Existuje niekoľko foriem pektínmetylesteráz, bázické, neutrálne a kyslé izoformy. Tieto 
izoformy majú rôzne biochemické vlastnosti. Všeobecne, rastlinné a bakteriálne PMEs majú 
pH optimum medzi hodnotami pH 6 - 8, zatiaľ čo plesňové medzi 4 - 6. Rastlinné PMEs 
vyžadujú NaCl pre optimálnu katalýzu [34]. 
 
 
Obr. 13  Reakcia katalyzovaná pektínesterázami [17]. 
3.4.3.2  Pektíndepolymerázy 
 Pektíndepolymerázy sú enzýmy katalyzujúce štiepenie glykozidových väzieb. Delia sa na 
glykozidázy a lyázy. 
 
Glykozidázy 
 Glykozidázy sa podieľajú na odbúravaní, prípadne i biosyntéze homo- i heteroglykozidov. 
Katalyzujú hydrolýzu glykozidových väzieb medzi cukrovými jednotkami (Obr. 14). Majú 
značne vyhranenú špecifitu. Medzi glykozidázy patria napr. amylázy, invertáza, β-
galaktozidáza, celulázy, polygalakturonázy (PGázy) a exopolygalakturonázy (exoPGázy) [1]. 
 Poly-α-1,4-D-galakturonidglykanohydrolázy hydrolyzujú α- ( )41 →  glykozidovú väzbu. 
Rozlišujú sa podľa miesta, v ktorom atakujú molekulu pektínu na polygalakturonázy a 
exopolygalakturonázy. Polygalakturonázy náhodne štiepia glykozidové väzby vnútri 
molekuly polysacharidu, pričom produktom sú oligoméry s rôzne dlhým reťazcom, 
eventuálne monoméry. Exopolygalakturonázy štiepia glykozidové väzby od konca molekuly. 
Výsledkom úplnej degradácie sú teda monoméry [17]. 
 
 
 
Obr. 14  Reakcia katalyzovaná polygalakturonázami [17]. 
 
Lyázy 
 Ďalšie enzýmy, ktoré sa uplatňujú pri degradácii pektínu, sú pektín- a pektátlyázy. Tieto 
enzýmy katalyzujú nehydrolytický rozklad substrátov (Obr. 15).  
 Pektátlyázy sa tiež delia na exo- a endo-enzýmy. Degradujú esterifikované alebo neesteri-
fikované pektíny odlišným mechanizmom ako glykozidázy, a to prenosom vodíka 
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(transelimináciou) z polohy C-4 do polohy C-5, tzv. β-elimináciou. Pektátlyázy sú typické 
bakteriálne enzýmy. Pektínlyázy, ktoré sú produkované iba plesňami, štiepia glykozidické 
väzby β-elimináciou medzi esterifikovanými galakturónovými kyselinami [17, 1]. 
 
Obr. 15  Mechanizmus β-eliminácie [33]. 
3.5 Produkcia mikrobiálnych enzýmov 
 
 Mikrobiálne enzýmy majú široké využitie v rôznych odvetviach priemyslu ako napr. 
papierenský, farmaceutický a potravinársky. V potravinárskych biotechnológiách sa 
mikrobiálne enzýmy degradujúce polysacharidy bunkových stien rastlín využívajú napr. na 
zníženie viskozity a turbidity ovocných a zeleninových štiav či zvýšenie ich organoleptických 
vlastností. Hlavným zdrojom enzýmov sú mikroorganizmy kultivované za podmienok solid 
state fermentácie (SSF) alebo submerznej fermentácie (SmF) [35]. 
3.5.1 Mikroorganizmy produkujúce pektolytické enzýmy 
 
Existuje nespočetné množstvo mikroorganizmov schopných produkovať pektolytické 
enzýmy či už sa jedná o baktérie ako napríklad Bacillus sp. [36], Streptomyces sp. [37], 
kvasinky ako napr. Saccharomyces cerevisiae [38], kvasinkovité mikroorganizmy ako napr. 
Geotrichum candidum [39, 40], Aureobasidium pullulans [41] alebo plesne ako Aspergillus 
niger  [42], Aspergillus sp. [43] a Penicillium viridicatum [44]. Ďalší producenti pektináz sú 
uvedení v kapitole 3.4.3 (degradácia pektínu). V rámci zamerania bakalárskej práce sa v tejto 
časti budem venovať dvom eukaryotickým mikroorganizmom tvoriacim prechod medzi 
kvasinkami a plesňami, a to: Aureobasidium pullulans a Geotrichum candidum. Tieto 
mikroorganizmy sú potenciálnymi producentmi pektolytických enzýmov kultivovaných na 
odpadných produktoch vinárskeho priemyslu, hroznových výliskoch. 
 
3.5.1.1  Aureobasidium pullulans 
 Rod Aureobasidium po morfologickej stránke tvorí prechod medzi kvasinkami a plesňami, 
pretože niektoré kmene produkujú veľké množstvo kvasinkovitých buniek a vzdušné 
mycélium nie je takmer prítomné. Kolónie majú vlhký, lesklý, slizovitý charakter, takže 
pripomínajú kolónie baktérií alebo kvasiniek [45].  
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 Aureobasidium pullulans (Obr. 16) je svetovo rozšírený saprofyt, spôsobujúci rôzne typy 
zápalov kože (dermatitídy). Jeho kolónie sú rýchlo rastúce, hladké, pokryté slizovitou vrstvou 
pullulanu. Hýfy sú homotalické, k tvorbe zygospóry pri pohlavnom rozmnožovaní dochádza 
spojením pohlavných orgánov vytvorených na jednom mycéliu. Konídie sú hrubostenné, 
tmavo pigmentované, vlákna sa rozpadajú na artrokonídie. Optimálna teplota rastu je 25 °C, 
minimum je 2 °C a maximum 35 °C. Vyskytujú sa dve variácie tohto druhu: 
A. pullulans var. pullulans tvoriaci kolónie, ktoré zostávajú ružové, svetlo hnedé alebo žlté 
najmenej počas troch týždňov. 
A. pullulans var. melanogenum, ktorého kolónie sa rýchlo menia na čierne alebo čierno- 
zelené kvôli tmavým hýfam s často oddelenými bunkami [46]. 
 
 
Obr. 16 Aureobasidium pullulans [46]. 
 
 Aureobasidium pullulans je schopné utilizovať pektín ako jediný zdroj uhlíka. Táto 
vlastnosť je viazaná na produkciu pektolytických enzýmov; polygalakturonáz, enzýmov 
rozkladajúcich polymérny substrát a exopolygalakturonáz, enzýmov štiepiacich substrát od 
neredukujúceho konca a tvoriacich kyselinu D-galaktopyranurónovú ako jediný produkt. 
Tieto enzýmy sú považované za hlavné pektolytické enzýmy produkované A. pullulans. Tento 
mikroorganizmus produkuje polygalakturonázy počas prvej fázy kultivácie na pektínovej 
pôde, zatiaľ čo exopolygalakturonázy počas neskorej fázy kultivácie [41].  
 
3.5.1.2  Geotrichum candidum 
 Geotrichum candidum (Obr. 17) sa taxonomicky nachádza medzi kvasinkami a plesňami. 
Zaraďuje sa medzi huby nedokonalé (Deuteromycetes, Fungi imperfecti), keďže u neho 
nebolo preukázané pohlavné rozmnožovanie [47, 48]. 
 Na Sabouraudovom dextrózovom agare rastú kolónie rýchlo, sú ploché, biele až krémové, 
suché. Hýfy sú septované, rozvetvené, rozpadajú sa na retiazky, ktoré sú hladké, jedno-
bunkové, takmer guľovité až elipsoidné artrokonídie. Fermentuje maltózu, sacharózu a 
laktózu; je sekundárnym patogénom pre človeka. Ako rastlinný patogén je príčinou hnitia 
ovocia a zeleniny [39]. 
Je to dôležitý poľnohospodársko-potravinársky mikroorganizmus, ktorý je základnou 
súčasťou mikroflóry potravinárskych surovín. Bežne sa vyskytuje napríklad v surovom 
mlieku. Vzhľadom k svojím vlastnostiam sa používa pri výrobe syrov [47]. Je súčasťou 
prirodzenej mikroflóry niektorých francúzskych zrejúcich syrov (Camembert, St. Nectaire, 
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Reblochon), kde hrajú dôležitú úlohu jeho proteázy a lipázy, a to hlavne pri formovaní poža-
dovaných organoleptických vlastností [66]. 
Ďalšími skúmanými enzýmami Geotrichum candidum boli enzýmy degradujúce β-glukán, 
lichenáza a laminarináza [67]. 
Tento kvasinkovitý mikroorganizmus je často využívaný počas procesu sladovania k 
potlačeniu produkcie mykotoxínov a zvýšeniu enzýmového potenciálu sladu, ktorý vedie k 
zlepšeniu vlastností pri varení piva. G. candidum je v podstate lipolytický kvasinkovitý 
mikroorganizmus, ktorý okrem tejto vlastnosti tiež disponuje enzýmami hydrolyzujúcimi  
celulózu a pektín. Dokáže degradovať aj zvyšky pesticídov ako napr. lindan (hexachlór-
cyklohexán), eliminovať fenolycké zlúčeniny a iné zdraviu škodlivé zlúčeniny, a tak sa 
podieľa na odstraňovaní znečistenia [47].  
G. candidum nachádza svoje uplatnenie aj pri utilizácii odpadového materiálu (poľnohos-
podárskeho, potravinárskeho). Na pomarančových šupkách bolo G. candidum kultivované za 
účelom produkcie tzv. dobre stráviteľných bielkovín („single cell protein,“ SCP), ktoré sú 
používané ako proteínová zložka krmív [48]. 
 
 
Obr. 17 Artrokonídie Geotrichum candidum [39]. 
3.5.2 Podmienky produkcie enzýmov 
 
 Priemyselne používané mikrobiálne enzýmy sú až z 90 % pripravované submerznou 
kultiváciou [35], pričom sa zvyčajne využívajú geneticky modifikované mikroorganizmy 
a podmienky kultivácie sú vopred optimalizované. Ako substrát sa väčšinou využívajú 
poľnohospodárske odpady, ktoré sú široko dostupné a z ekonomického hľadiska výhodné 
[49]. Okrem SmF sa čoraz častejšie používa SSF. Za posledných 20 rokov boli síce SSF 
systémy označované za  „nízko-technologické“ („low-technology“) systémy, ale v posledných 
rokoch sa o ne nezvyčajne zvýšil záujem, pretože sa zdajú byť sľubné  pri výrobe produktov 
s vysokou pridanou hodnotou ako sú napr. biofarmaceutiká [5]. Predpokladá sa, že pri 
zachovaní súčasného trendu rozvoja SSF systémov, by mohli byť v budúcnosti technologicky 
porovnateľne so SmF systémami [51].  
 Hlavným aspektom SSF procesu je rast mikroorganizmov na zvlhčenom pevnom 
odpadovom materiáli za neprítomnosti voľnej vody. Nízky obsah vlhkosti pri tejto fermentácii 
je limitujúci a je teda rozhodujúci pre výber vhodného mikroorganizmu. Solid state proces 
simuluje životné podmienky vláknitých húb, ktoré potom produkujú väčšie množstvo 
enzýmov ako pri SmF [50].  
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3.5.3 Faktory ovplyvňujúce solid state fermentáciu 
 
Hlavné faktory ovplyvňujúce mikrobiálnu produkciu enzýmov v SSF systéme zahŕňajú 
výber vhodného substrátu a produkčného mikroorganizmu, predčistenie substrátu, veľkosť 
častíc substrátu, obsah vody a vodnú aktivitu substrátu, relatívnu vlhkosť, typ inokula, 
kontrolu teploty fermentácie, dobu fermentácie, mieru rozpusteného O2 a obsah CO2 [35]. 
3.6 Biotechnologické využitie pektináz 
 
Pektolytické enzýmy alebo pektinázy pôsobia v rôznych formách na ich substrát, pektín. 
Komerčné pektinázové prípravky obvykle obsahujú jeden alebo viac mikrobiálnych druhov 
pektináz (v závislosti na konkrétnom druhu použitia), ako aj celulázy, hemicelulázy, proteázy 
a amylázy [52].  
 Ako už bolo spomenuté, existuje celý rad mikroorganizmov schopných utilizovať pektín. 
V posledných desiatich rokoch však priťahujú veľkú pozornosť rôznych vedeckých skupín po 
celom svete pektinázy produkované kvasinkami ako alternatíva k plesňovým pektinázam. 
Výhody kvasiniek oproti plesniam v produkcii pektináz spočívajú najmä v rýchlosti 
a jednoduchosti rastu kvasiniek, kultivačné médium nemusí napr. obsahovať induktory tak 
ako je tomu  u plesní. Navyše kvasinky dokážu produkovať širokú škálu pektináz, kým plesne 
nie [53]. 
  Schopnosť pektináz degradovať bunkovú stenu sa využíva pri výrobe vína a džúsov počas 
posledných siedmych dekád, no stále sú hojne používané okrem potravinárstva aj v iných 
odvetviach priemyslu (papierenský priemysel a iné) [53]. Využitie pektináz v priemysle je 
uvedené v tab. 3. 
 
Tabuľka 3 Využitie komerčných pektináz v priemysle [53]. 
Odvetvie priemyslu Účel použitia 
Ovocinárstvo a zeleninárstvo Extrakcia džúsov a olejov 
Čírenie štiav, zníženie viskozity zakalených štiav 
Peeling (lúpanie) citrusov 
Skvapalnenie 
Vinárstvo  Macerovanie hrozna pred lisovaním 
Čistenie hroznového muštu 
Zlepšenie extrakcie aromatických látok 
Spracovanie kávy a čaju Odstránenie hlienovitého obalu zo zrniek kávy 
Zlepšenie fermentácie čajov 
Papierenský priemysel  Vyriešenie problémov pri bielení dreviny 
Spracovanie odpadných vôd 
Textilný priemysel Máčanie rastlinnej vlákniny (ľanu, konope...) 
Biopreparácia bavlnených tkanín 
Výživa zvierat Zníženie mazľavosti potravín  
Zvýšenie vstrebávania živín  
Laboratórne experimenty Získanie protoplastov, odstránenie BS 
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3.6.1 Čírenie ovocných štiav 
 
 Ovocné šťavy sú prirodzene mútne Je to spôsobené najmä prítomnosťou polysacharidov 
(pektínu, hemicelulózy, celulózy, škrobu), lignínu, proteínov, trieslovín a kovov. Pretože 
jasný, číry vzhľad šťavy je rozhodujúcim faktorom pre spotrebiteľa, odvetvie potravinárskeho 
priemyslu zaoberajúce sa spracovaním ovocných štiav investovalo do metód optimalizujúcich 
tento charakteristický znak štiav [52]. 
 Vysoká koncentrácia pektínu vedie k tvorbe koloidných sústav, ktoré predstavujú jeden 
z hlavných problémov pri čírení ovocných džúsov. Hoci suspendované častice môžu byť 
odstránené filtráciou, prítomnosť pektínov môže celú operáciu značne sťažiť [52]. 
 Depektinizácia štiav pomocou pektináz je podľa mnohých štúdii efektívnou metódou na 
zníženie turbidity (zákalu). Degradácia pektínu vedie k zníženiu viskozity a k tvorbe klastrov 
(zhlukov) čo umožňuje separáciu pomocou centrifugácie alebo filtrácie. Výsledkom je čírejší 
džús bez zákalu so silnejšou arómou [52]. 
 Kultivácia mikroorganizmov za účelom produkcie pektináz môže byť submerzná alebo tzv. 
solid state fermentation (SSF). Avšak úspešné použitie pektolytických enzýmov za účelom 
čírenia ovocných štiav závisí na použitom substráte. Substrát by nemal obsahovať len rôzne 
koncentrácie pektínu, ale aj celulózu, hemicelulózu, lignín a iné zložky. Treba brať do úvahy 
aj to, že niektoré enzýmy môžu byť viac či menej deaktivované (inhibované) polyfenolmi 
a inými inhibítormi obsiahnutými v niektorých substrátoch (triesloviny v hroznovom mušte). 
Najviac jablčných a grepových štiav čírených pomocou enzýmov sa vyrába v Brazílii [52]. 
3.6.2 Využitie kvasinkových pektináz vo vinárstve 
 
 V roku 1994 Gainvors a kol. preukázali, že keď sa k hroznovému muštu pridá surový 
pektolytický extrakt Saccharomyces cerevisiae, dá sa dosiahnuť rovnaký účinok zníženia 
turbidity ako keď sa použije rovnaké množstvo komerčného pektinázového preparátu [54]. 
Blanco a kol. (1997) dokázali, že ak je fermentácia vína uskutočnená za použitia 
pektolytického kmeňa rodu Saccharomyces cerevisiae, proces čírenia je značne uľahčený 
a doba filtrácie je v niektorých prípadoch znížená až o polovicu [55]. Pretorius (2000) zas 
predpovedal, že pektolytické vínne kvasinky môžu zlepšiť proces skvapalňovania, čírenie 
a filtrovateľnosť hroznového muštu, uvoľňovanie farbív a aromatických látok z hroznových 
šupiek, a tak pozitívne prispievať k vínnemu buketu [56]. 
 V posledných rokoch sa začali predávať pektolytické kvasinky Fermol Clarifiant (AEB 
group) alebo Lalvin Rhône 2323 (LALLEMAND). Jedná sa o selektívne aktívne sušené 
kvasinky určené najmä na samočíriace kvasenie alebo na kvasenie červených vín [53]. 
3.6.3 Využitie kvasinkových pektináz v potravinárstve 
 
 Použitie pektolytických kmeňov kvasiniek v rôznych odvetviach potravinárskeho priemyslu 
bolo navrhnuté už v 90. rokoch minulého storočia. V roku 1992 Servili a kol.. preukázali, že 
použitie PGáz extrahovaných z Cryptococcus albidus zlepšuje extrakciu oleja [57]. 
 Kvasinka Kluyveromyces marxianus izolovaná z dužiny plodov kakaovníka (Theobroma 
cacao), ktorá mala výraznú PGázovú aktivitu, ale nepreukazovala žiadnu inú pektolytickú 
aktivitu, bola použitá na extrakciu kakaovej šťavy, tak že bola kultivovaná priamo na 
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kakaových bôboch [58]. Vedci navrhli vytvorenie nadprodukcie kvasinky Kluyveromyces 
marxianus, ktorá by bola potom použitá ako štartovacia kultúra pri fermentácii kakaa [53]. 
 Nedávnejšie výskumy sa zamerali na schopnosť produkovať pektolytické enzýmy 
niektorými kmeňmi rodu Pichia (Hansenula) podieľajúcimi sa na fermentácii kávy. Okrem 
toho bolo zistené, že tieto kvasinky inhibujú rast plesne Aspergillus ochraceus, a tým aj 
produkciu ochratoxínu A (OTA), produkovaného práve touto plesňou. Kvasinky rodu Pichia 
by teda mohli byť použité ako štartovacie kultúry pri fermentácií kávy, čím by sa zabránilo 
tvorbe slizu. Produkcia OTA by bola počas fermentácie biologicky kontrolovaná [53].  
 V Ghane, v snahe vyhnúť sa závislosti na dovoze drahých komerčných enzýmov sa na 
efektívnu extrakciu škrobu z kasavy (maniok) používajú nečisté enzymatické preparáty 
produkované Saccharomyces cerevisiae [59]. 
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4. CIEĽ PRÁCE 
 
Cieľom práce bolo využitie rastlinného odpadového materiálu vinárskeho priemyslu, 
hroznových výliskov, na produkciu priemyselne významných enzýmov. Ako produkčný 
kmeň bolo zvolené Geotrichum candidum CCY 16-1-29 a ako spôsob kultivácie „solid state“ 
fermentácia. Sledovala sa výťažnosť kultivácie, ako aj zloženie polygalakturonáz (stanovením 
pH optím v proteínovom extrakte) produkovaných v jej siedmy deň. 
Ďalším cieľom bola čiastočná purifikácia a charakterizácia majoritnej formy 
polygalakturonázy, t.j. jej spôsobu účinku a afinity k polymérnemu substrátu. Enzým bol 
identifikovaný aj pomocou bioinformatických metód, ktoré umožnili stanovenie jeho 
sekvencie hmotnostnou spektrometriou.  
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5. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
 
5.1 SSF kultivácia Geotrichum candidum na hroznových výliskoch 
 
 Postup kultivácie začal prípravou kultivačného média, nasledovala inokulácia 
kvasinkovitým mikroorganizmom Geotrichum candidum CCY 16-1-29, po ktorej prebiehala 
samotná kultivácia počas siedmych dní. 
5.1.1 Príprava kultivačného média 
 
 Zdroj uhlíka pre rast mikroorganizmov a produkciu polygalakturonáz predstavovali 
hroznové výlisky (matolina) získané po vylisovaní bieleho hrozna vínnej révy pestovanej v 
oblasti južnej Moravy.  
  Ostatné živiny sa doplnili tak, že hroznové výlisky boli macerované v roztoku solí. Jeden 
liter roztoku solí obsahoval 10 g (NH4)2SO4, 1 g MgSO4, 1 g K2HPO4,  0,01 g FeSO4.7H2O a 
3 ml kvasničného autolyzátu. Na navážku približne 70 g hroznových výliskov pripadalo asi 
100 ml maceračného roztoku. Do Erlenmayerovej banky bolo navážených 50 g vymace-
rovaných hroznových šupiek, banky sa zazátkovali vatovými zátkami a boli vysterilizované v 
autokláve pri 120 °C (pol hodiny). 
5.1.2 Inokulácia a samotná kultivácia 
 
 Vysterilizované kultivačné médium bolo po vychladnutí zaočkované askomycétou 
Geotrichum candidum CCY 16-1-29 (teleomorfná forma Galactomyces geotrichum). 
Kultivácia prebiehala stacionárne 7 dní pri 28 °C. 
5.2 Izolácia enzýmového komplexu 
 
 Celý postup izolácie enzýmového komplexu sa dá zjednodušene zhrnúť do nasledujúcich 
bodov: 
1. filtrácia kultivačného média cez skladaný filtračný papier 
2. vyzrážanie bielkovín síranom amónnym (61,8 g na 100 ml) 
3. 24 hodín zrážanie v chlade 
4. centrifugácia v chlade pri 12 000 otáčkach  
5. rozpustenie v malom množstve vody 
6. vyzrážanie enzýmového komplexu v štvornásobnom množstve etanolu 
7. 24 hodín zrážanie v chlade 
8. filtrácia cez Büchnerovej lievik 
9. rozpustenie komplexu vo vode 
10. dialýza 
11. lyofilizácia 
 
 
surový proteínový extrakt 
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5.2.1 Extrakcia proteínov z fermentačného média 
 
Po skončení SSF kultivácie boli hroznové výlisky zaliate 50 ml 0,1 mol/l roztoku 
octanového tlmivého roztoku pH 4,8 a počas 30 minút pretrepávané na trepačke pri 
160 rev/min. Bunky a zvyšok hroznových výliskov boli odstránené filtráciou. 
  Surový proteínový extrakt bol získaný zrážaním proteínu (NH4)2SO4 (24 h, 4 °C, 61,8 g na  
100 ml), vákuovou filtráciou , rozpustením precipitátu (hnedej zrazeniny) v malom množstve 
destilovanej vody, opätovným zrážaním v štvornásobnom množstve etanolu (24 h, 4 °C), 
dialýzou v destilovanej vode a lyofilizáciou.  
5.3 Čiastočná purifikácia extracelulárnych proteínov 
 
  Izolovaný proteínový extrakt bol ďalej separovaný na základe molekulovej hmotnosti 
pomocou gélovej permeačnej chromatografie (GPC). 
5.3.1 Gélová permeačná chromatografia na nosiči Sephadex G-25 Médium 
 
 Gélová chromatografia (gélová permeačná chromatografia, gélová filtrácia) je jednou 
z najdôležitejších metód v preparatívnej a analytickej biochémii biopolymérov. Názov gélová 
permeačná chromatografia najčastejšie označuje separáciu látok s blízkymi molekulovými 
hmotnosťami. Na rozdiel od toho termín gélová filtrácia sa väčšinou používa pre oddeľovanie 
látok s veľmi rozdielnymi molekulovými hmotnosťami (napr. odsoľovanie bielkovín) [60]. 
 Princíp metódy spočíva v separácii molekúl na základe ich veľkosti (molekulovej 
hmotnosti). Na pórovitom géle (molekulovom site) dochádza k exklúzii väčších molekúl 
podľa rozmerov pórov gélu. Naopak malé molekuly prenikajú (permeujú) do rozpúšťadlom 
naplnených pórov, sú zdržované, a majú teda vyššie hodnoty retenčných objemov ako veľké 
molekuly. Látky o nižších molekulových hmotnostiach ako je veľkosť najmenších pórov sa 
od seba neoddelia [60, 61]. 
 Prostredím je hydrofilný dextranový (Sephadex), agarózový (Sepharose) alebo 
akrylamidový (Biogel P) gél. Sephadexy sú fragmenty dextranu zosieťované priečnymi 
väzbami pomocou epichlorhydrínu [60].  
 Molekulové sitá sa v biochemickej praxi využívajú pri odsoľovaní, purifikácii, a určovaní 
relatívnych molekulových hmotností biopolymérov [60].  
 
 
Obr. 18 Separácia látok na molekulovom site [60]. 
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Sephadex G-25 Médium 
Separácia proteínov prebiehala na nosiči Sephadex G-25 Médium (Pharmacia) v 90 cm 
dlhej kolóne s priemerom 1,5 cm. Proteínový extrakt bol rozpustený v malom množstve 
redestilovanej vody a nanesený na kolónu. Objem frakcie bol 5 ml, prietoková rýchlosť 
0,3 ml/min. Vo frakciách bola stanovená polygalakturonázová aktivita, obsah proteínov 
(spektrofotometricky pri 280 nm, Jennway 6305 Spectrophotometer) a obsah solí (meraním 
konduktivity). Frakcie vykazujúce polygalakturonázovú aktivitu boli lyofilizované. 
5.3.2 Dialýza 
 
 Táto analytická metóda bola použitá už pri izolácii enzýmového komplexu, ale slúžila 
k parciálnemu odsoleniu roztoku biopolymérov oddelením anorganických solí schopných 
prejsť cez semipermeabilnú dialyzačnú membránu, od vysokomolekulárnych látok, a preto je 
zaradená medzi purifikačné metódy. 
 Princíp metódy spočíva v rozdielnej koncentrácii nízkomolekulárnych anorganických solí 
vo vzorke a v rozpúšťadle. Tento koncentračný gradient núti rozpustené látky prechádzať do 
čistého rozpúšťadla.  
 Počas dialýzy sa dbalo na zachovanie konštantného koncentračného gradientu. Dosiahlo sa 
to cirkuláciou a vymieňaním rozpúšťadla, destilovanej vody. 
5.4 Analytické metódy 
 
 Existuje celý rad metód na analýzu biopolymérov, v našom prípade proteínov (enzýmov). 
Medzi najvhodnejšie sa radí izoelektrická fokusácia na polyakrylamidovom géle, 
polyakrylamidová gélová elektroforéza v prítomnosti SDS, MALDI – TOF/TOF hmotnostná 
spektrometria, v posledných rokoch aj analýza na bioanalyzátore a ďalšie. Z vyššie 
menovaných metód bola v tejto práci na analýzu extracelulárnych bielkovín G. candudum 
použitá len analýza na bioanalyzátore. 
5.4.1 Bioanalyzátor  Agilent 2100 
 
 Bioanalyzátor 2100 (Agilent) sa používa na kvalitatívnu aj kvantitatívnu analýzu 
nukleových kyselín (DNA, RNA), proteínov aj celých bunkových stien (Obr. 19 a 20). 
Využíva sa pritom novo vyvinutá technológia lab-on-chip, kedy sa mikroobjem kvapalnej 
vzorky nanesie na špeciálny čip. V prípade analýzy proteínov, ide o miniaturizáciu 
inštrumentácie SDS-PAGE, ktorá v sebe spája určenie molekulovej hmotnosti, kvality aj 
kvantity. Doba analýzy sa pohybuje v rozsahu 30 až 40 minút a výsledkom sú vysokokvalitné 
dáta [62]. 
 Na analýzu bol použitý Agilent Protein 230 Kit, ktorý je určený na analýzu proteínov od 
veľkosti 14 – 230 kDa. Na jeden čip (fialovej farby) je možné naniesť až deväť rôznych 
vzoriek. Vzorky boli pripravené podľa firemného protokolu „Agilent Protein 230 Kit Quick 
Start Guide“ [69]. Výstupom bola digitálna podoba SDS-PAGE s využitím elektro-
foregramov.   
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Obr. 19 Možnosti aplikácie bioanalyzátora [62]. 
 
 
Obr. 20 Postup práce s bioanalyzátorom Agilent 2100 [62]. 
 
5.5 Biochemické metódy 
 
5.5.1 Stanovenie bielkovín Hartree-Lowryho metódou 
 
 Folin-Ciocaultenove činidlo (zmes fosfomolybdénovej a fosfowolfrámovej kyseliny) 
poskytuje v alkalickom prostredí (pH 10 – 10,5) v prítomnosti Cu2+ s bielkovinami modro 
zafarbený produkt s maximom absorbancie pri vlnovej dĺžke  λmax = 745 – 750 nm. 
 Činidlo reaguje so zvyškami aromatických aminokyselín (Tyr, Trp); odozva je preto závislá 
na aminokyselinovom zložení bielkoviny. Stanovenie je citlivé, pracovný rozsah sa pohybuje 
od 10 do 200 µg bielkoviny [60]. 
 Obsah proteínov bol vyhodnotený na základe kalibračnej krivky pre albumín (0,1 mg/ml). 
5.5.1.1  Potrebné roztoky 
 Roztok A: 2% Na2CO3 (20 g/1000 ml) 
      0,05% vínan sodný (0,5 g/1000 ml) 
      0,1 mol/l NaOH (4 g/1000 ml) 
 
 Roztok B: 0,1% OH5CuSO 24 ⋅  (1 g/1000 ml) 
 
 Roztok C: vždy čerstvá zmes roztoku A s roztokom B v pomere 9 : 1 
 
 Roztok D: Folin-Ciocaultenové činidlo (1 ml činidla zriedený 1,6 ml destilovanej vody) 
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5.5.1.2  Pracovný postup 
 Do skúmaviek bolo napipetovaných 500 µl roztoku C a 100 µl vzorky. Zmes sa nechala 
stáť 10 min. pri laboratórnej teplote. Potom bolo pridaných 50 µl roztoku D. Zmes sa dobre 
premiešala a nechala inkubovať pri laboratórnej teplote ďalších 30 min. Zmerala sa 
absorbancia oproti blanku pri 750 nm. Blank obsahoval namiesto vzorky také isté množstvo 
destilovanej vody. 
 Na kalibračnú krivku bol použitý čerstvo pripravený zásobný roztok hovädzieho albumínu 
(0,1 mg/ml). Zásobný roztok sa riedil vodou tak aby sme získali 6 rôznych koncentrácií 
albumínu v rozmedzí od 0,0 mg/ml do 0,1 mg/ml. 
5.5.2 Stanovenie aktivity polygalakturonázy Somogyi-Nelsonovou metódou 
 
 Enzýmová aktivita izolovaných proteínov bola stanovená na polymér kyseliny galakturóno-
vej (PGA). 
 Stanovenie aktivity prebiehalo meraním prírastku redukujúcich skupín v časových 
intervaloch pri  30 °C pomocou Somogyiho činidiel. Reakčná zmes obsahovala substrát (0,5% 
roztok PGA v 0,1 mol/l octanovom tlmivom roztoku pri pH optime stanovenom v rozmedzí  
pH 3,6 – 5,6) a enzýmový roztok v pomere 1:1.  
Aktivita bola meraná spektrofotometricky pri vlnovej dĺžke 530 nm proti blanku s využitím  
kalibračnej krivky kyseliny D-galaktopyranurónovej (MGA). Aktivita polygalakturonázy bola 
vypočítaná podľa vzťahu: 
Ect
fA
a
⋅
⋅
=
530
, kde 
a je aktivita polygalakturonázy, 
A530 je absorbancia pri vlnovej dĺžke 530 nm, 
f je prepočítavací faktor koncentrácie redukujúcich skupín pre absorbanciu rovnú 1 (µmol/ml) 
určený z regresnej priamky kalibračnej krivky MGA, 
t je čas (min), 
cE je koncentrácia enzýmu (mg/ml). 
Celková aktivita bola vyjadrená v µmol redukujúcich skupín za minútu vztiahnutých na 
1 mg proteínu. 
5.5.2.1  Potrebné roztoky 
Somogyi činidlo I: 24 g bezvodého Na2CO3, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého Na2SO4 a 12 g 
vinanu sodno-draselného (Seignettova soľ) v 800 ml destilovanej vody 
Somogyi činidlo II: 4 g OH5CuSO 24 ⋅  a 24 g bezvodého Na2SO4 v 200 ml destilovanej 
vody 
Nelsonovo činidlo III: 25 g molybdénanu amónneho v 450 ml vody a 21 ml koncentrovanej 
H2SO4. Po premiešaní pridať 3 g Na2HAsO4 O7H2⋅  v 25 ml destilovanej vody 
0,1 mol/l octanový tlmivý roztok: pripravený podľa tabuliek na prípravu tlmivých roztokov 
z 13,6 g O3HNaOHC 2232 ⋅  v 1000 ml destilovanej vody a upravený kyselinou octovou na 
príslušné pH 
Substrát: 0,5% roztok PGA v 0,1 mol/l octanovom tlmivom roztoku upravený pomocou 
kyseliny octovej na príslušné pH  
Reakčná zmes: 2 ml substrátu vytemperovaného na 30 °C s 2 ml eluátu z kolóny či 
supernatantu z kultivačnej suspenzie 
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5.5.2.2  Pracovný postup 
Do skúmaviek bolo napipetovaných 100 µl Somogyiho činidla (I + II v pomere 4:1) 
a v časovom intervale bolo pridávaných 100 µl reakčnej zmesi. Blank obsahoval 100 µl 
činidla a 100 µl reakčnej zmesi odpipetovanej v čase , t.j. okamžite po pridaní eluátu či 
supernatantu k vytemperovanému substrátu. Skúmavky boli 10 minút povarené, následne 
ochladené na laboratórnu teplotu a bolo pridaných 100 µl činidla III a 1,4 ml destilovanej 
vody. Bola zmeraná absorbancia pri 530 nm. Aktivita enzýmu bola počítaná s využitím 
kalibračnej krivky kyseliny D-galaktopyranurónovej (MGA). 
5.5.3 Viskozimetrické stanovenie spôsobu účinku polygalakturonáz 
 
 Stanovenie spôsobu účinku bolo prevedené meraním poklesu viskozity v časových 
intervaloch enzymatickou degradáciou  0,5 % roztoku pektanu sodného v 0,1 mol/l 
octanovom tlmivom roztoku, pH 4,8 pomocou Ubbelohdeho viskozimetra pri 30 °C (roztok 
obsahoval 18 ml substrátu + 2 ml enzýmu).  
 V rovnakých časových intervaloch sa stanovili aj redukujúce skupiny vznikajúce 
v dôsledku degradácie substrátu, ktoré sa pomocou pôvodnej molekulovej hmotnosti
 
PGA 
prepočítali na stupeň jej degradácie. 
 Spôsob účinku enzýmu na polymérny substrát sa odvodil z korelácie poklesu viskozity 
(pokles na 50 %) a stupňa degradácie tohto substrátu. 
5.5.4 Stanovenie hodnoty Michaelisovej konštanty Km 
 
 Michaelisova konštanta (Km) alebo konštanta polovičnej saturácie je základnou charakteris-
tikou dvojice enzým – substrát. Michaelisova konštanta  sa dá definovať ako koncentrácia 
substrátu, pri ktorej sa reakčná rýchlosť rovná polovici maximálnej rýchlosti (vmax). 
Maximálna rýchlosť enzymatickej reakcie je rýchlosť pri vysokých koncentráciách 
substrátu, kedy je enzým úplne saturovaný (Obr. 21). Hodnota Km závisí na druhu enzýmu, 
charaktere substrátu  a podmienkach ako je teplota, pH a iónová sila roztoku [60]. 
Michaelisova konštanta PGázy bola stanovená meraním počiatočných rýchlostí reakcie na 
PGA (0,5 %). Enzýmová reakcia prebehala pri 30 °C v prostredí octanového tlmivého roztoku 
o hodnote pH zhodnej s pH optimom. Riedenie substrátov 4:1, 3:2, 2:3, 1:4.  
Hodnota Km bola vyjadrená linearizáciou hyperbolickej závislosti rýchlosti enzymatickej 
reakcie na koncentrácii substrátu metódou podľa Lineweaver-Burka (1/S = f (1/v)). 
 
Obr. 21 Závislosť rýchlosti enzýmovej reakcie na koncentrácii substrátu; grafické 
vyhodnotenie dát podľa Michaelisa-Mentenovej (A) a podľa Hanesa (B) [60]. 
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5.6 Identifikácia majoritnej polygalakturonázy 
 
Majoritná polygalakturonáza separovaná od ostatných proteínov SDS-PAGE a po 
tryptickom štiepení analyzovaná hmotnostnou spektrometriou, bola identifikovaná na základe 
aminokyselinovej sekvencie „SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR“, ktorú získala Ing. Kateřina 
Illková PhD. [63]. Pomocou Uniprot databázy (www.uniptor.org) a jej prostriedkov (Blast, 
Alignment) boli vyhľadané proteíny s najväčšou podobnosťou s touto sekvenciou. Finálne 
porovnanie bolo urobené pomocou programu Clustal W2. 
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6.  VÝSLEDKY A DISKUSIA 
 
6.1 Výber vhodného kmeňa  
  
 Produkčný kmeň bol vybraný na základe predchádzajúcich výskumov [63, 64] a scríningu 
83 kvasiniek a kvasinkovitých mikroorganizmov zo Slovenskej zbierky kvasiniek a 
kvasinkovitých mikroorganizmov (Culture Collection of Yeasts, CCY) na ich schopnosť 
produkovať polygalakturonázy na pektíne ako jedinom zdroji uhlíka v médiu [70].  
Najvyššiu produkciu vykazovali kmeň  Geotrichum candidum CCY 16-1-29 [63] a kmeň 
Aureobasidium pullulans CCY 27-1-115 [64]. 
Oba kmene boli schopné rásť aj na hroznových výliskoch a produkovať polygalakturonázy. 
Polygalakturonázy produkované Aureobasidium pullulans CCY 27-1-115 [64] neboli po 
izolácii stabilné, a preto bol tento kmeň vylúčený z ďalšieho testovania [63]. Nestabilita 
polygalakturonáz produkovaných Aureobasidium pullulans CCY 27-1-115 na hroznových 
výliskoch bola pravdepodobne spôsobená prítomnosťou chemických postrekových látok, 
prípadne prirodzene prítomných ochranných proteínov ako PGIP, ktoré inhibujú  
polygalakturonázy sekreované rastlinne patogénnymi hubami [65], keďže pri kultivácii na 
pektínovej pôde boli pozorované relatívne stabilné formy PGáz [64]. 
Z vyššie uvedeného vyplýva, že ako produkčný mikroorganizmus (kmeň) bol vybraný 
práve Geotrichum candidum CCY 16-1-29. G. candidum bolo v minulosti testované najmä na 
produkciu lipolytických enzýmov, celuláz a β-glukozidáz. Prvá práca zaoberajúca sa izoláciou 
a charakterizáciou polygalakturonáz Geotrichum candidum pochádza z roku 1969 [68].  
 
6.2 Voľba doby kultivácie 
 
 Dĺžka kultivácie bola stanovená na základe informácií vyplývajúcich z experimentov Ing. 
Kataríny Illkovej Ph.D. [63] na 7 dní. 
 
 
Obr. 22 Produkcia polygalakturonáz počas 10 dennej SSF kultivácie G. candidum 
vyjadrená ich aktivitou podľa Somogyiho [63]. 
37 
 
 
 Z obr. 22 je zrejmé, že najvyššia produkcia extracelulárnej polygalakturonázovej aktivity 
bola pozorovaná behom 3. a 7. dňa solid state kultivácie. Aktivita bola stanovená 
spektrofotometricky podľa Shomogyiho, t.j. meraním prírastku redukujúcich skupín [63]. 
Takto stanovená aktivita je však súčtom všetkých vyprodukovaných enzýmov degradujúcich 
pektín alebo kyselinu polygalakturonovú [63].  
Dá sa predpokladať, že na začiatku je produkcia enzýmov vyššia z dôsledku kolonizácie 
média a majoritná bude polygalakturonázová aktivita. V prípade nepatogénnych mikro-
organizmov potom  polygalakturonázy (EC. 3.2.1.15) strácajú svoj význam, čo môže súvisieť 
s poklesom aktivity [64]. 
Na určenie typu enzýmov, boli tieto enzýmy po 7 dňovej SSF izolované a charakte-
rizované. 
 
6.3 Izolácia enzýmového komplexu 
 
 Izolácia surového enzýmového komplexu bola uskutočnená podľa schémy v kapitole 5.2. 
Surový enzýmový komplex bol po čiastočnom odsolení dialýzou nanesený na 2 kolóny 
s náplňou Sephadex G-25 Medium (I. a II. časť). Cieľom tejto gélovej filtrácie bolo oddeliť 
nízkomolekulové zlúčeniny od bielkovín, t.j. odsolenie. Vo frakciách bola stanovená 
polygalakturonázová aktivita podľa Shomogyiho, obsah solí na základe merania konduktivity 
v µS a  obsah proteínov spektrofotometricky pri 280 nm. Výsledky sú zobrazené na obr. 23 
a na obr. 24.   
Frakcie vykazujúce najvyššiu enzýmovú aktivitu, t.j. frakcia 35-55 z I. časti a frakcia 27-40 
z II. časti boli spojené a podrobené lyofilizácií. Zvyšné frakcie získané na kolóne vykazujúce 
nižšiu aktivitu, t.j.  frakcia 56-100 z I. časti a frakcia 41-90 z II. časti boli tiež spojené 
a lyofilizované. Boli teda získané dva lyofilizáty. V oboch lyofilizátoch bol stanovený obsah 
bielkovín a polygalakturonázová aktivita. 
 
Obr. 23 Sephadex G-25 Medium: odsolenie proteínového extraktu (I. časť) 
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Obr. 24 Sephadex G-25 Medium: odsolenie proteínového extraktu (II. časť) 
  
Pokles aktivity v surovom extrakte predstavuje asi 30 % za 4 dni pri skladovaní 
v chladiacom boxe pri 4 °C. Z tohto dôvodu by mal byť surový extrakt čo najskôr podrobený 
lyofilizácií. 
6.3.1 Stanovenie bielkovín v lyofilizáte 
 
 Z lyofilizátov boli pripravené roztoky o koncentrácii 1 mg/ml Obsah bielkovín v oboch 
lyofilizátoch bol stanovený Hartree-Lowryho metódou na základe kalibračnej krivky pre 
albumín (Obr. 25). Stanovený obsah proteínov je uvedený v tab. 4. 
 
 
Obr. 25 Kalibračná krivka na hovädzí albumín 
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Tabuľka 4 Koncentrácia bielkovín v lyofilizátoch 
Lyofilizát (číslo) Frakcie z I. časti Frakcie z II. časti Obsah bielkovín (mg/ml) 
1 35-55 27-40 0,2068 
2 56-100 41-90 0,1806 
 
6.3.2 Stanovenie polygalakturonázovej aktivity v lyofilizáte  
 
Stanovenie aktivity polygalakturonázy (PGA) v oboch lyofilizátoch bolo uskutočnené 
Somogyi-Nelsonovou metódou s využitím kalibračnej krivky D-galaktopyranurónovej 
kyseliny (MGA) (Obr. 26). 
 
Obr. 26 Kalibračná krivka na MGA. 
 
Závislosť nárastu redukujúcich skupín substrátu (A530 nm) na čase pôsobením 1. lyofilizátu, 
je zobrazená na obr. 27, 2. lyofilizátu na obr. 28. Stanovené aktivity polygalagturonázy sú 
uvedené v tab. 5. Z tab. 5 je zrejmé, že lyofilizát číslo 2 (lyofilizát frakcií z kolóny 
vykazujúcich nižšiu aktivitu) nevykazoval výraznejšiu aktivitu. Preto na následné stanovenia 
bol použitý len lyofilizát č.1. 
 
 
Obr. 27 Závislosť zmeny absorbancie (A530 nm) substrátu na čase pôsobením lyofilizátu č.1 
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Obr. 28 Závislosť zmeny absorbancie (A530 nm) substrátu na čase pôsobením lyofilizátu č.2 
 
Tabuľka 5 Aktivity PGázy v lyofilizátoch 
Lyofilizát (číslo) Aktivita (μmol/min ⋅ mg) Špecifická aktivita (μmol/min ⋅ mg) 
1 0,04791 0,23168 
2 0,00034 0,00188 
 
6.4 Charakterizácia polygalakturonáz 
 
 Na základe rozdielnych vlastností polygalakturonáz sa dá určiť o aký typ (PGáza alebo 
exoPGáza) sa jedná. Základný rozdiel medzi exoPGázou a PGázou je v mieste štiepenia 
substrátu, v dôsledku čoho sa dá rozdiel pozorovať napr. meraním poklesu viskozity 
substrátu. V prípade exoPGázy (terminálne štiepenie po jednotkách od neredukujúceho 
konca) viskozita klesá veľmi pomaly, naopak pri štiepení substrátu endomechanizmom 
(náhodný atak substrátu) je pokles viskozity značný.  
Odsolené, zlyofilizované polygalakturonázy boli následne charakterizované z hľadiska pH 
optima, mechanizmu degradácie substrátu a kinetických parametrov. 
6.4.1 Stanovenie pH optima 
 
pH optimum polygalakturonáz v izolovanom preparáte zmesi extracelulárnych proteínov 
Geotrichum  candidum zo 7. dňa kultivácie bolo stanovené v rozmedzí pH 3,6 – 5,4 meraním 
enzýmovej aktivity na polymér kyseliny galakturónovej (PGA) ako substrát.  
Vypočítané hodnoty aktivít a špecifických aktivít polygalakturonáz pri pH 3,6-5,4 sú 
uvedené v tab. 6, relatívnych aktivít v grafickej podobe na obr. 29. 
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Tabuľka 6 Hodnoty enzymatických aktivít v danom rozmedzí pH. 
 pH 
 3,6 3,8 4,0 4,2 4,4 4,6 4,8 5,0 5,2 5,4 
a 
[µmol/mg.min] 1,02E-3 8,64E-4 9,50E-4 8,0E-4 9,28E-4 8,96E-4 9,63E-4 7,36E-4 7,68E-4 6,4E-4 
asp. 
[µmol/mg.min]
 
0,1336 0,1128 0,1240 0,1044 0,1211 0,1169 0,1257 0,0960 0,1002 0,0835 
 
 
Obr. 29 pH optimum polygalakturonázy G. candidum 
 
Z obr. 29 je zrejmé, že sa jedná o mnohotné formy (izoformy) enzýmov, pričom majoritný 
enzým má pH optimum pri 4,8. Pri ďalších meraniach sa používal substrát (PGA) práve 
s týmto pH. pH optimum v rozmedzí 4,5-5 na PGA pre polygalakturonázy produkované G. 
candidum  bolo publikované inými autormi [68]. Dá sa teda predpokladať, že majoritným 
enzýmom sú práve PGázy. 
6.4.2 Viskozimetrické stanovenie spôsobu účinku  
 
Mechanizmus účinku polygalakturonáz na polymérny substrát sa dá najjednoduchšie zistiť 
stanovením poklesu viskozity (vnútorného trenia) polymérneho substrátu v priebehu 
katalyzovanej reakcie na stupeň jeho degradácie.  
Pokles kinematickej viskozity 0,5% PGA v 0,1 mol/l octanovom tlmivom roztoku pH 4,8 
bol meraný v priebehu reakcie v Ubbelohdeho kapilárnom viskozimetri. Najprv bola zmeraná 
viskozita substrátu. Po pridaní enzýmu sa v konštantných časových intervaloch odoberali 
vzorky a meral sa pokles viskozity. Meranie bolo ukončené po dosiahnutí nemennej viskozity.  
Pri 50% poklese kinematickej viskozity došlo k 2,25% degradácii väzieb polymérneho 
substrátu, čo naznačuje náhodný spôsob účinku. Znamená to, že majoritným enzýmom bola 
typická polygalakturonáza, EC 3.2.1.15 (PGáza). 
Závislosť poklesu viskozity na stupni degradácie (percente rozštiepených väzieb) je 
zobrazená na obr. 30. 
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Obr. 30 Mechanizmus účinku PGázy: závislosť poklesu viskozity na stupni degradácie. 
6.4.3 Stanovenie kinetických parametrov 
 
 Michaelisova konštanta izolovanej polygalakturonázy bola stanovená meraním 
počiatočných rýchlostí pri rôznych koncentráciách substrátu od 0,05 – 0,25 % PGA. Reakcia 
prebiehala pri teplote 30 °C počas 50 min. Hodnota Michaelisovej konštanty bola vypočítaná 
z linearizovaného grafu Michaelis-Mentenovej (M-M). Hodnoty počiatočných rýchlostí pre 
dané koncentrácie substrátu sú v tab. 7. 
 
Tabuľka 7 Hodnoty počiatočných rýchlostí pre rôzne koncentrácie substrátu.  
PGA (%) Rovnica závislosti absorbancie na čase A530/min v (µmol/min) 
0,25 xy 0322,0=  0,0322 1,003204 
0,2 xy 0288,0=  0,0288 0,897275 
0,15 xxy 0264,00002,0 2 +−=  0,0262 0,816271 
0,1 xxy 0232,00003,0 2 +−=  0,0229 0,713459 
0,05 xxy 0156,00002,0 2 +−=  0,0154 0,479793 
 
Hodnota Michaelisovej konštanty bola vypočítaná z rovnice priamky závislosti 
počiatočných rýchlostí na koncentrácii substrátu (1/c x 1/v) zobrazenej na obr. 31. Rovnica 
Michaelis-Mentenovej má po linearizácii tvar: 
maxmax
m 111
vcv
K
v S
+⋅= , kde 
v je rýchlosť enzymatickej reakcie, 
vmax je maximálna rýchlosť enzymatickej reakcie, 
Km je konštanta Michaelis-Mentenovej, 
Cs je koncentrácia substrátu. 
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Obr. 31 Závislosť počiatočných rýchlostí na koncentrácii substrátu (1/c x 1/v). 
 
 Z obr. 31 a lineárneho tvaru rovnice M-M vyplýva: 7613,01;066,0
maxmax
m
==
vv
K
, úpravou 
potom dostaneme: 0867,0
7613,0
1066,0m ≅⋅=K . O správnosti výsledku sa môžeme pres-
vedčiť aj na základe odčítania záporne vzatej prevrátenej hodnoty Km. Bod, v ktorom 
priamka pretína vodorovnú os (viz. obr. 31; -11,5348) sa rovná 
m
1
K
− . Matematickým 
výpočtom bola potvrdená správnosť riešenia: %.0867,05348.111 m
m
=⇒= K
K
 
 Takto vypočítaná Km (v %) bola prepočítaná na Km (mol/l) pomocou známej relatívnej 
molárnej hmotnosti PGA ( 25000=M rPGA ). === 25000
867,0
M
)/(
rPGA
m
mlmolK
 
 
mol/l10468,3 5−⋅ . Hodnota Km v rádoch 10-5 je porovnateľná s publikovanými PGázami 
z rôznych zdrojov.
 
 
6.4.4 Analýza čiastočne purifikovaných proteínov na Bioanalyzátore 2010 
 
Molekulové hmotnosti parciálne purifikovaných polypeptidov boli stanovené s využitím 
elektroforézy v miniatúrnom usporiadaní (na čipe). Výsledkom bolo stanovenie moleku-
lových hmotností purifikovaných proteínov spolu s elektroforegramami. Na obr. 32 sú 
uvedené elektroforegramy eluovaných frakcií po CM-Sephadex C-50 kolóne s využitím 
elektroforézy na čipe V tab. 8 sú uvedené stanovené molekulové hmotnosti daných frakcií  
Na vyhodnotenie bol použitý program Protein 230 BioAnalyzer 2100 a štandard 
o molekulovej hmotnosti 4,5 – 240 kDa.  
Vzhľadom na to, že v rámci tejto práce sa purifikácia na CM-Sephadex C-50 kolóne 
neuskutočnila, boli na analýzu použité vzorky od pani Ing. Kataríny Illkovej Ph.D [63]. 
linearizovaný graf M-M
y = 0,066x + 0,7613
R2 = 0,9969
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Obr. 32 Elektroforegramy frakcií I- IX vyhodnotených softwarom Protein 230 BioAnalyzer 
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Tabuľka 8: Molekulové hmotnosti eluovaných proteínových frakcií po CM Sephadex C-50 
kolóne (od Ing. Kataríny Illkovej Ph.D.) stanovené pomocou proteínového čipu.  
Frak. 
I 
pH 4,4 
(kDa) 
Frak. 
II 
pH 4,4 
(kDa) 
Frak. 
III 
pH 4,4 
(kDa) 
Frak. 
IV 
pH 4,4 
(kDa) 
Frak.  
V 
pH 5,2 
(kDa) 
Frak.  
VI 
pH 5,2 
(kDa) 
Frak.  
VII 
pH 5,6 
(kDa) 
Frak. 
VIII 
pH 5,6 
(kDa) 
Frak. IX 
pH 5,6+ 
NaCl 
(kDa) 
5,2 6,1 5,0 5,4 5,1 5,5 27,6 50,0 5,6 
6,5 24,5 6,1 17,1 7,2 6,6 206,9 133,5 7,0 
45,0 131,8 8,3 109,3 8,8 36,4  182,5 9,4 
81,3  13,4 123,0 9,6 87,8   31,6 
144,2  44,1  11,2 11,8   44,4 
172,6  55,1  80,6 158,5   115,8 
200,8  75,0  98,0 189,6   141,7 
224,9  88,2  168,6 236,4   227,1 
 
 Ako vyplýva z výsledkov, aj po tomto purifikačnom kroku boli všetky frakcie 
kontaminované množstvom ďalších proteínov. Až dodatočné experimenty (SDS-PAGE, 
MALDI-TOF/TOF) dokázali, že majoritná PGáza mala molekulovú hmotnosť okolo 36 kDa. 
Gelovou filtráciou bola stanovená molekulová hmotnosť PGázy na 29 kDa [63]. 
 
6.5 Identifikácia majoritnej polygalakturonázy pomocou Uniprot databázy a jej 
prostriedkov 
 
Z proteínovej zóny, ktorá na SDS-PAGE vykazovala molekulovú hmotnosť okolo 38 kDa, 
sa podarilo po tryptickom štiepení identifikovať v peptide s m/z 2416 23 aminokyselinovú 
sekvenciu „SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR“[63]. Táto sekvencia mala 100% homo-
lógiu s úsekom primárnej štruktúry polygalakturonázy Ap2PG1 Geotrichum candidum 
(Q8NK97_GEOCN) [40]. „ Určité rozdiely medzi týmito enzýmami však treba očakávať, 
keďže sa líšili izoelektrickým bodom a molekulovou hmotnosťou “[63]. 
Pomocou bioinformatických prostriedkov, ktoré poskytuje Uniprot databáza, sa našli 
proteíny s najvyššou podobnosťou s Ap2PG1. Boli nimi polygalakturonázy G. candidum 
S31PG1 (Q96WQ1_GEOCN) [71, 72] , S32PG2 (Q874F0_GEOCN) [72] a PGáza G. 
klebahnii PSE3 (P87217_9ASCO) [73]. Štruktúry vykazovali 287 identických a 58 
podobných pozícií (Obr. 33). 
 
Q874F0_GEOCN      MLFSNSAILAMATMVMAAPTEGDLHARGGACVFKDAQSAIAGKASCSSIT 50 
Q96WQ1_GEOCN      MLFSKSAIFAMAAIAVAAPTEGDLQARGGACVFRDAHSAIAGKKSCSSIT 50 
P87217_9ASCO      MLFSKSAIFAMAALAVAAPTEGDLQARGSACVFKDAKSAIAGKKSCSSIT 50 
Q8NK97_GEOCN      MLFSTTAILAMAAMVAAAPADGDLHAR-ASCTFKDAKSAIAGKKSCSNIV 49 
****.:**:***::. ***::***:** .:*.*:**:****** ***.*. 
 
Q874F0_GEOCN      LENIAVPAGQTLDLTGLAKGTVVTFAGTTTFGYKEWEGPLISVSGDSITV 100 
Q96WQ1_GEOCN      LENIAVPAGQTLDLTGLAKGTVVTFAGTTTFGYKEWEGPLISVSGDSITV 100 
P87217_9ASCO      LENIAVPAGQTLDLTGLAKGTVVTFAGTTTFGYKEWAGPLISVSGDSITV 100 
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Q8NK97_GEOCN      LQDIAVPAGETLDLTGLNKGTVVTFAGTTTFGYKEWVGPLISVSGDSITV 99 
*::******:******* ****************** ************* 
 
Q874F0_GEOCN      NQASGGKIDCGGSRWWDGKGSNPGGKTKPKFFAAHKLQNSNIQGLQVYNT 150 
Q96WQ1_GEOCN      NQASGGKIDCGGSRWWDGKGSNSGGKTKPKFFAAHKLQNSNIQGLQVYNT 150 
P87217_9ASCO      KQASGGKIDCGGSRWWDGKGSNSGGKQKPKFFYAHKLQNSNIQGLQVYNT 150 
Q8NK97_GEOCN      NQASGGKIQCDGARWWDGKGSNDG-KIKPKFFYAHKMQNSNINGLQVYNT 148 
:*******:*.*:********* * * ***** ***:*****:******* 
 
Q874F0_GEOCN      PVQAFSILSDHLTLSNILVDNRAGDVANGGHNTDAFDIGSSTYITIDHAT 200 
Q96WQ1_GEOCN      PVQAFSILSDHLTLSNILIDNRAGDKPNGGHNTDAFDVGSSTFITIDHAT 200 
P87217_9ASCO      PVQAFSILSDHLTLSNILVDNRAGDKA-GGHNTDAFDVGTSTYITIDHAT 199 
Q8NK97_GEOCN      PVQGFSILSDHLTLSNILIDNRAGDKTNGGHNTDAFDVGSSTYITIDHAT 198 
***.**************:****** . *********:*:**:******* 
 
Q874F0_GEOCN      VYNQDDCLAINSGDHIIFQNGFCSGGHGLSIGSVGGRSDNSVTNVQIINN 250 
Q96WQ1_GEOCN      VYNQDDCLAINSGDHIIFQNGFCSGGHGLSIGSVGGRSDNSVTNVQIINN 250 
P87217_9ASCO      VYNQDDCLAINSGDHITFQNGFCSGGHGLSIGSVGGRSLNTVSNVNILNS 249 
Q8NK97_GEOCN      IYNQDDCLAINSGDHITFQNGYCSGGHGLSIGSVGGRSNNVVSNVNILSS 248 
:*************** ****:**************** * *:**:*:.. 
 
Q874F0_GEOCN      QVVNSDNGVRIKSVSGTTGTISGVKFQDITLSNIAKYGIDVQQDYRNGGP 300 
Q96WQ1_GEOCN      QVVNSDNGVRIKSVSGTTGNISGVKFQDITLSNIAKYGIDVQQDYRNGGP 300 
P87217_9ASCO      QVVNSDNGVRIKTISGATGSVSGVKFQDITLSNIAKYGIDVQQDYRNGGP 299 
Q8NK97_GEOCN      QVVNSDNGVRIKTVSGATGSVTGVKFQDITLSNIAKYGIDVQQDYKNGGP 298 
************::**:**.::***********************:**** 
 
Q874F0_GEOCN      TGIPTNGVQITGIEFINIHGSVKSSGTNAYILCGSGSCSNWTWSQINVKG 350 
Q96WQ1_GEOCN      TGNPTNGVKITGIEFINVHGTVKSSGTNAYILCGSGSCSNWTWSQINVKG 350 
P87217_9ASCO      TGNPTNGVKITGIEFINIHGSVKSSGTNAYLLCGSGSCSNWTWSKINVKG 349 
Q8NK97_GEOCN      DGKPTNGVKISGITFSNIHGSIKSSGTKAYLLCGSGSCSNFTWNKINLTG 348 
* *****:*:** * *:**::*****:**:*********:**.:**:.* 
 
Q874F0_GEOCN      GKDSGDCKNVPAGATCNI 368 
Q96WQ1_GEOCN      GKDSGACKNVPAGATCRL 368 
P87217_9ASCO      GKDSGACKNVPSGATCKL 367 
Q8NK97_GEOCN      GKTSGACKNVPSPATCNI 366 
** ** *****: ***.: 
 
Obr. 33 Porovnanie peptidu s m/z 2416 (SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR) s primárnymi 
štruktúrami polygalakturonáz G. candidum (Q8NK97_GEOCN, Q96WQ1_GEOCN, 
Q874F0_GEOCN) a G. klebahnii (P87217_9ASCO). 
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7. ZÁVER 
 
Táto práca bola zameraná na využitie vinárskeho odpadu, hroznových výliskov, na 
produkciu industriálne významných enzýmov, medzi aké patria pektolytické enzýmy. 
Produkčný kmeň bol zvolený na základe predošlého skríningu 83 mikroorganizmov a stal sa 
ním kvasinkovitý mikroorganizmus Geotrichum candidum. Vzhľadom na typ uhlíkového 
zdroja média a produkčného kmeňa sa ako najvýhodnejšia ukázala SSF kultivácia.  
Ďalším cieľom práce bola čiastočná purifikácia a charakterizácia majoritnej 
polygalakturonázy produkovanej v siedmom dni kultivácie, kedy dochádza k druhému 
maximu produkcie tohto enzýmu. 
V práci sa získali tieto konkrétne výsledky: 
Zo 100 g hroznových výliskov sa po extrakcii, vyzrážaní, odsolení a lyofilizácii získalo 
43,5 mg lyofilizátu. Tento obsahoval 20,68 % bielkovín, pričom jeho aktivita bola 
mgminµmol4790 ⋅ ,  lyofilizátu a špecifická aktivita mgµmol/min232,0 ⋅  bielkoviny. 
Stanovenie pH optima polygalakturonáz obsiahnutých v tomto lyofilizáte ukázalo, že tieto 
enzýmy sú produkované ako mnohotné formy (minimálne štyri), pričom majoritná forma má 
pH optimum rovné 4,8. 
Spôsob účinku tohto enzýmu na polymérny substrát bol stanovený koreláciou poklesu 
viskozity roztoku substrátu a stupňa jeho degradácie. Vzhľadom na malý počet rozštiepených 
väzieb (2,25 %) pri 50 % poklese jeho viskozity bol enzým identifikovaný ako typická 
polygalakturonáza s náhodným spôsobom účinku (EC 3.2.1.15). 
Michaelis-Mentenovej konštanta na polymérny substrát dosahovala hodnotu 
,mol/l103,468  -5⋅ čo bola hodnota zrovnateľná s hodnotami publikovanými pre 
polygalakturonázy z iných zdrojov. 
Analýza čiastočne prečistených polygalakturonáz na Bioanalyzátore 2100, ktorá by mala 
reprezentovať rýchlu a dokonalejšiu náhradu SDS-PAGE, sa ukázala pre túto aplikáciu 
nepoužiteľná. Dôvodom bolo, že táto metóda neumožňuje ďalšiu analýzu separovaných 
proteínov a tým ani identifikáciu polygalakturonázy v rámci ich zmesi. 
Aminokyselinová sekvencia „SNNVVSNVNILSSQVVNSDNGVR“, ktorá bola získaná 
hmotnostnou spektrometriou po SDS-PAGE a tryptickom štiepení bola podrobená 
porovnávaniu s proteínmi v Uniprot databáze. Sekvencia zodpovedala úseku primárnej 
štruktúry polygalakturonázy Ap2PG1 G. candidum. Tento proteín mal najvyššiu podobnosť 
s ďalšími polygalakturonázami G. candidum S31PG1, S31PG2 a G. klebahnii PSE3 (287 
identických a 58 podobných pozícií). 
Na základe tejto podobnosti s enzýmom produkovaným fytopatogénnym kmeňom G. 
candidum a toho, že tento enzým nebol produkovaný len v prvých fázach kultivácie, sa dá 
predpokladať, že použitý kmeň G. candidum CCY 16-1-29, bol tiež fytopatogénnym 
kmeňom. 
Výsledky tejto práce sú súčasťou akceptovanej publikácie v časopise Chemical Papers [74]. 
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9. ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 
 
BS           bunková stena 
CCY           Culture Collection of Yeasts 
exoPGáza        polygalakturonáza pôsobiaca exo mechanizmom 
GalA           galakturónová kyselina (galacturonic acid) 
GPC           gélová permeačná chromatografia 
HGA           homogalakturonán 
MALDI-TOF/TOF     Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization – Time of Light 
MGA           monogalakturónová kyselina (monogalacturonic acid) 
OTA          ochratoxín A 
PGA           polygalakturónová kyselina (Polygalacturonic acid) 
PGáza         polygalakturonáza pôsobiaca endo mechanizmom 
PME           pektínmetylesteráza 
PMEs          pektínmetylesterázy 
PGIP          Polygalacturonace Inhibiting Protein 
RGI            ramnogalakturonán I 
RGII           ramnogalakturonán II 
SA           stupeň acetylácie 
SCP          Single Cell Protein 
SDS           dodecyl sulfát 
SDS-PAGE        polyakrylamidová gélová elektroforéza v prítomnosti SDS 
SM           stupeň metylácie 
SmF          Submerzná fermentácia (Submerse Fermentation) 
SSF           Solid State Fermentation 
Trp           Triptofán 
Tyr           Tyrozín 
